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1 EINLEITUNG

1.1 Alzheimer-Krankheit: Epidemiologie und Klinik

Die Alzheimer-Krankheit (Englisch: Alzheimer's disease, AD) ist eine neurodegenerative
Erkrankung und die héufigste Ursache fiir Demenz im Erwachsenenalter. Betroffen sind
60-80% der 50 Millionen Demenzerkrankten weltweit (Kent et al., 2020). Aufgrund
des demografischen Wandels (Nichols et al., 2019) wird bis 2050 eine
Verdreifachung der Krankheitslast prognostiziert. Die 6konomische Belastung durch
Demenzerkrankungen liegt aktuell bereits bei ca. 1 Billion US-Dollar jdhrlich
(Alzheimer’s Disease International, 2019). Dies ldsst die zukiinftige enorme
soziookonomische Belastung, durch drastisch steigende Fallzahlen bei mangelnden
Therapiemoglichkeiten, erahnen (Kent et al., 2020; Tolar et al., 2020). Durch Zerstérung
der Neurone présentiert sich die AD klinisch mit einem umfangreichen Symptomkomplex
in dessen Zentrum die progrediente Demenzentwicklung steht. Zu Beginn ist im
Prodromalstadium (Englisch: Mild Cognitive Impairment, MCI) die Alltagskompetenz
erhalten, doch der neuronale Untergang breitet sich aus, sodass im Laufe der Erkrankung
die hinzukommenden motorischen Storungen zur Unféhigkeit im Alltag und kompletter
Bettldgerigkeit flihren (Alzheimer's Association, 2019; Jack et al., 2018). Die
Lebenserwartung nach Diagnosestellung betragt im Mittel 4-8 Jahre; eine Zeit, die von
zunehmender Pflegebediirftigkeit geprigt ist. Todesursachen sind héufig internistische
Folgeerkrankungen, wie Aspirationspneumonien, aufgrund der motorischen Defizite

(Alzheimer's Association, 2020).

1.2 Atiologie, Risikofaktoren und Geschlechtsunterschiede

Im Rahmen der AD lassen sich zwei Unterformen unterscheiden. Die frithe, oft familidr
auftretende Form (Englisch: Early-onset Alzheimer's disease, EOAD), beginnt vor dem
65. Lebensjahr und zeigt bei gleicher Klinik eine schnellere Krankheitsprogression.
Urséchlich fiir die, nur ca. 5% der Alzheimerfille ausmachende, EOAD sind Mutationen

in den Genen des Amyloid Precursor Proteins, Presenilin-1 und Presenilin-2 (APP, PSENI
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und PSEN2), welche die APP-Prozessierung beeinflussen. 95% der AD-Erkrankungen
macht die spite Form (Englisch: Late-onset Alzheimer's disease, LOAD), mit einem
Krankheitsbeginn ab dem 65. Lebensjahr, aus (Reitz and Mayeux, 2014;
Selkoe and Hardy, 2016). Die LOAD entsteht multifaktoriell, wobei Alter, Genetik sowie
familidre Vorbelastung die Hauptrisikofaktoren darstellen. Zahlreiche modifizierbare
Risikofaktoren wie geringe Bildung, mangelnde Bewegung oder kardiovaskulére
Risikofaktoren sind von grof3er Bedeutung (Alzheimer's Association, 2020). Neben dem
genetischen Hauptrisikofaktor Apolipoprotein E (APOE, besonders APOE &4) liegen auf
Chromosom 19 weitere AD-assoziierte Gene, wie ATP Binding Cassette Subfamily A
Member 7 (ABCA7) oder Translocase Of Outer Mitochondrial Membrane 40 (TOMM40)
(Bao et al., 2016; Kunkle et al., 2019).

Von der AD sind besonders Frauen bedroht. Sie haben ein groferes Lebenszeitrisiko fiir
AD und machen 2/3 der Demenzbetroffenen weltweit aus (Nebel et al., 2018;
Nichols et al., 2019). Bei gleichem neuropathologischem Befund zeigt sich bei Frauen
eine stirkere Klinik sowie eine schnellere Krankheitsprogression. Die Griinde fiir diese
Geschlechtsunterschiede sind noch nicht hinreichend gekldart, doch scheinen
soziokulturelle und biologische Faktoren dafiir verantwortlich zu sein. Obwohl das
Sexualhormon Ostrogen neuroprotektive Wirkung zeigt, bedeutet das Risikogen
APOE &4 fir Frauen ein deutlich hoheres AD-Risiko als fiir Méanner desselben Genotyps
(Nebel et al., 2018).

1.3 Diagnostik und Therapie

Die Diagnose der AD basiert auf klinischen Tests, Biomarkern und zerebraler Bildgebung
(Deuschl et al., 2016), widhrend die postmortale Untersuchung durch den
Neuropathologen noch immer den Standard darstellt. Die etablierten Biomarker
unterscheiden im Liquor und in der Bildgebung 3 verschiedene Kategorien: die Af-
Pathologie, die  Tau-Pathologie = sowie  Marker der  Neurodegeneration
(Hyman et al., 2012; Jack et al., 2018). Verdnderungen der Biomarker markieren das
praklinische Stadium der AD, einen Zeitraum, in dem noch keine klinischen
Beeintrachtigungen auftreten und therapeutische Ansdtze besonders vielversprechend

scheinen (Sperling et al., 2011). Studien an Mutationstragern familidrer Alzheimerformen
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(PSENI1, PSEN2, APP) zeigen, dass pathologische Verdnderungen bereits 20 Jahre vor
klinischen Auffilligkeiten detektierbar sind (Gordon et al., 2018). Dies verdeutlicht die
Notwendigkeit frither Diagnoseparameter, um zukiinftig bereits im frithen Stadium die
Krankheit modulieren oder gar abwenden zu kdnnen.

Trotz der groBen Bedeutung der AD und jahrzehntelanger intensiver Forschung stehen
aktuell lediglich symptomorientierte krankheitsmodifizierende Therapien zur Verfiigung
(Carare et al.,, 2020; Kent et al., 2020). Evidenzbasiert zugelassen sind lediglich
Acetylcholinesterase-Hemmer sowie NMDA-Antagonisten, deren Angriffspunkt die
pathologisch verdnderten Neurotransmitter-Spiegel sind (Deuschl et al., 2016;
Howard et al., 2012). Ein Authalten oder gar Heilen der AD ist bisher unmdglich, weshalb
dringend neue therapeutische Ansdtze entwickelt werden miissen (Kent et al., 2020).
GroBe Hoffnung bestand bei der Entwicklung der Immuntherapien, doch trotz intensiver
Forschung zeigten sich keine iiberzeugenden klinischen Erfolge in den letzten
Jahrzehnten (Honig et al., 2018; Novak et al., 2021; Tolar et al., 2020). Weder gegen A-
noch gegen Tau gerichtete Immuntherapien zeigten bisher eine ausreichende
Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten, obwohl monoklonale Antikérper (AK) die
Ap-Last stark reduzieren konnten (Novak et al., 2021; Honig et al., 2018). Im Juni 2021
revolutionierte jedoch die beschleunigte Zulassung von Aducanumab die bislang
erfolglose AD-Therapie-Forschung. Erstmalig ist damit eine krankheitsmodifizierende
AD-Therapie verfligbar. Die Zulassung des monoklonalen A-Antikdrpers ist jedoch eine
der umstrittensten Entscheidungen der aktuellen medizinischen Forschung. Lediglich
eine einzige Phase-III-Studie konnte klinische Verbesserungen nachweisen. Somit
besteht weiterhin kein eindeutiger Nachweis der klinischen Effektivitit der AP-
gerichteten Therapien, doch ca.40% der Patient:innen leiden unter zerebralen
Nebenwirkungen. Wahrend die Zulassung fiir manche einen Durchbruch in der AD-
Therapie verspricht, warnen Kritiker vor falscher Hoffnung fiir Betroffene sowie
horrenden Ausgaben fiir ein ineffektives Therapiekonzept (Cavazzoni, 2021;

Dunn et al., 2021; Walsh et al., 2021).
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1.4 Pathomechanismen

Die typischen neuropathologischen Verdanderungen der AD entstehen durch die
Akkumulation verschiedener Proteine zu toxischen Aggregaten, genannt AB- und Tau-
Pathologie. In der Folge zeigt sich eine chronische Entziindungsreaktion sowie neuronale
Schiaden, Synapsenverlust, zerebrale Amyloidangiopathie oder Hirnatrophie

(Hyman et al., 2012; Kent et al., 2020).

1.4.1 Beta-Amyloid-Pathologie (AB)

Das mikroskopische Korrelat der AD bildet die A-Pathologie, bei der sich AP
extrazelluldr zu Plaques zusammenlagert (Kent et al., 2020). AP entsteht intrazelluldr (in
Vesikeln) (Walsh et al., 2002) aus dem Vorlduferprotein APP. Durch proteolytische
Spaltung mittels B-Sekretase (Englisch: Beta-Side Amyloid Precursor Protein Cleaving
Enzyme 1, BACE1) und y-Sekretase wird es zu den amyloiden Formen Ao und AP42
umgewandelt (Kent et al., 2020; Selkoe and Hardy, 2016). Diese aggregieren schnell zu
Di, Tri- und Oligomeren, werden sezerniert (Walsh et al., 2002) und formen Fibrillen und
B-Faltblattstrukturen. Léngere Ap-Ketten, wie APs2, =zeigen eine hdhere
Aggregationstendenz, welche bei Abfall des pHs noch verstirkt wird
(Burdick et al., 1992; Kent et al., 2020). Physiologischer Weise wird vornehmlich das,
als anti-Amyloid geltende, AP4o gebildet, doch im Rahmen der AD dominiert das
aggregationsfreudigere AP4> (Kent et al., 2020; Selkoe and Hardy, 2016). Das in Plaques
und Oligomeren akkumulierende A fiihrt zur Aktivierung von Astrozyten und Mikroglia
(Selkoe and Hardy, 2016), welche zur Verminderung von A} beitragen sollen. Dieser
protektive Mechanismus verselbststiandigt sich durch die steigenden AB-Level und es
entsteht eine chronische Entziindungsreaktion. Der Entziindungsprozess richtet in der
Folge selbst neuronale Schdden an (Huang et al., 2020) und verstirkt, durch einen
sinkenden pH, die Ap-Aggregation (Burdick et al., 1992). Im Rahmen des
Inflammationsgeschehens kommt es durch oxidativen Stress sowie Verdnderungen des
Mikromilieus zur verdanderten Aktivitdt von Phosphatasen und Kinasen. Dies fiihrt zu
abnormer Phosphorylierung von Tau, woraus die Bildung von Neurofibrilliren Tangles

(NFTs) resultiert. Die Folgen dieser Kaskade sind, unter anderem, neuronale Dysfunktion

11
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sowie Transmitterdefizite, welche zur Demenz vom Alzheimer-Typ fithren konnen
(Selkoe and Hardy, 2016). Diesem pathologischen Weg steht eine physiologische APP-
Prozessierung entgegen, bei der mittels a-Spaltung die Entstehung pathologisch
aggregierenden APs verhindert wird. Im physiologischen Prozess entsteht AB bei
neuronaler Aktivitdt und ist unter anderem an der Regulation synaptischer Vorginge
sowie der Generierung der hippokampalen Langzeitpotenzierung (Englisch: Long Term
Potentiation, LTP) beteiligt (Kent et al., 2020). Erkenntnisse dieser Amyloid-Hypothese
basieren auf Forschung an Patient:innen mit Mutationen, welche die APP-Prozessierung
beeinflussen, wie sie bei der EOAD vorliegen (Thomsen et al., 2017). Die relative
Erh6hung von AB42 im Rahmen der EOAD entsteht unter anderem durch Mutationen im
APP sowie der katalytischen Einheit der y—Sekretase. Diese wird durch PSEN1 und
PSEN?2 gebildet. Die Mutationen fithren zu verdnderter ,,Prozessivitit™ der y-Sekretase,
wodurch  bevorzugt lidngere Ap-Ketten entstehen (Kent et al, 2020;
Selkoe and Hardy, 2016; Sweeney et al., 2019). Demgegeniiber steht der weitaus grofere
Anteil an Patient:innen mit LOAD, bei denen die Erkrankung sporadisch entsteht.
Verschiedenste Faktoren flihren bei der LOAD (Alzheimer's Association, 2020;
Thomsen et al., 2017) zur verminderten AB-Eliminierung (Englisch: Clearance) mit
daraus resultierender Erhéhung von AP  (Selkoe and Hardy, 2016;
Tarasoff-Conway et al.,, 2015). Die Reduktion von AP wird durch =zahlreiche
Mechanismen vermittelt. Neben enzymatischem Abbau und Phagozytose leisten die
zerebralen Gefille einen wichtigen Beitrag, indem sie, durch direkten Ap-Transport iiber
die Blut-Hirn-Schranke (BHS) sowie entlang der GefdBwénde, eine Reduktion des
zerebralen ABs ermoglichen (Greenberg et al., 2020).

Es zeigt sich immer mehr, dass auch AB-Oligomere fiir die toxische Wirkung des AP
verantwortlich sind und dabei genau gegenteilig zur physiologischen Funktion von
AP wirken (Kent et al., 2020; Shankar et al., 2008). Oligomere beeintrachtigen die
synaptische Plastizitdt, indem sie die LTP wverringern, die Dichte dendrititscher
Dornfortsitze reduzieren oder das murine Gedéchtnis beeintrachtigen, wihrend Plaques
und Monomere diese schidliche Wirkung nicht hervorrufen (Selkoe and Hardy, 2016;
Shankar et al., 2008; Walsh et al., 2002). In Patient:innen sind hohe Oligomer-Spiegel,

12
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bei gleicher Plaque-Last, mit deutlich stirker beeintrichtigter Kognition verbunden
(Selkoe and Hardy, 2016).

Nach der Amyloid-Hypothese stellt die AB-Pathologie den Ausléser der AD dar. Da
Plaques auch bei kognitiv unauffélligen Menschen nachweisbar sind, entsteht zunehmend
Kritik an diesem Modell (Thomsen et al., 2017). Zudem zeigen die APB-gerichteten
Therapien nicht die gewlinschten Erfolge, was die Theorie weiter auf den Priifstand stellt

(Honig et al., 2018; Huang et al., 2020).

1.4.2 Tau-Pathologie

Neben AP ist die Tau-Pathologie essenziell fiir die AD-Diagnose, tritt aber erst nach
dieser auf. Hierbei akkumuliert hyperphosphoryliertes Tau intrazelluldr und bildet
neurofibrilldre Biindel, die NFTs (Hyman et al., 2012; Selkoe and Hardy, 2016). Tau
befindet sich physiologischer Weise als Mikrotubuli-assoziiertes Protein (MAP) im Axon
der Neurone, wo es den axonalen Transport vermittelt und Mikrotubuli stabilisiert. Neben
der Funktion an den Mikrotubuli scheint Tau auch iiber eine direkte Bindung an die DNA
protektiv bei oxidativem Stress zu wirken und an der Transkription beteiligt zu sein
(Kent et al., 2020). Durch ein verdndertes Mikromilieu zeigen Phosphatasen und Kinasen
bei der AD verédnderte Aktivitdt, was zur abnormen Phosphorylierung von Tau beitrdgt
(Selkoe and Hardy, 2016). Das hyperphosphorylierte Tau aggregiert zu Oligomeren und
Fibrillen und verliert seine physiologischen Funktionen. Verminderte Bindungskapazitit
an den Mikrotubuli filhrt zu deren Instabilitit und kompromittiertem
axonalen Transport (Alonso et al., 1994; Kent et al., 2020). Der entstehende
Néhrstoffmangel und Deprivation wichtiger Metabolite schidigt die Neurone weiter
(Alzheimer's Association, 2019). Schéddliche Aggregate des hyperphosphorylierten Taus
sammeln sich in Soma und Dendriten und fithren zur Degeneration der Neurone. Dabei
zeigt sich eine Korrelation mit der klinischen Situation (Serrano-Pozo et al., 2011). Neben
neuronalen Schéden vermittelt Tau (bei transgenen Méusen) auch schidliche Einfliisse
auf die zerebralen Gefdlle. Hohe Tau-Spiegel am Gefillendothel fiihren zu
Mikroangiopathie, vermehrter Permeabilitit der BHS und hoherer Expression von

Leukozyten-Adhésionsmolekiilen (Bennett et al., 2020).

13



Einleitung Dissertation, Luisa-Maria Scholz

1.4.3 Zerebrale Amyloidangiopathie (CAA) und perivaskulire Drainage

80% der Alzheimerfille gehen mit einer zerebralen Amyloidangiopathie (Englisch:
Cerebral Amyloid Angiopathy, CAA) einher (Thomsen et al., 2017). Ein gemeinsamer
Pathomechanismus von AD und CAA ist die zerebrovaskuldre Dysfunktion, welche eine
zunehmende Bedeutung in der Pathogenese kognitiver Beeintrdchtigungen im Alter
gewinnt (Greenberg et al., 2020). Ursdchlich hierfiir ist bei der CAA die Ablagerung von
AP in den zerebralen GefdBwanden. Dieses akkumuliert in den Basalmembranen von
Kapillaren sowie glatten Muskelzellen der arteriellen Tunica media, verdndert deren
Proteinzusammensetzung und fithrt zu deren Verdickung. Die verdnderte vaskulére
Integritdt durch AB-Ablagerungen erhoht die Rigiditit der GefaBwand und beeintrichtigt
die Blutversorgung. Durch Hédmorrhagien oder auch ischdmische Ereignisse trigt die
CAA zur Neurodegeneration bei (Greenberg et al., 2020; Thomsen et al., 2017). Die
Bedeutung der GefdBaffektion fiir die AD-Patient:innen zeigt sich in einer deutlich
schnelleren und stiarkeren Beeintrachtigung der kognitiven Féahigkeiten bei Patient:innen
mit begleitender CAA (Greenberg et al., 2020). Die vaskuldren Schdaden der CAA zeigen
sich, besonders in frilhen Stadien, gravierender bei weiblichen Maiusen
(Keyvani et al., 2018). Wihrend bei der Plaque-Pathologie AP42 dominiert, lagert sich in
den GefiaBBwanden im Rahmen der CAA vornehmlich AB4o ab. Die Ablagerungen in den
Basalmembranen befinden sich entlang eines zerebralen Drainagesystems, der
intramuralen periarteriellen Drainage (IPAD) (Greenberg et al., 2020). Entlang dieser
Basalmembranen kann im Extrazellularraum befindliches AP abflieBen und somit die
zerebrale AB-Last reduziert werden (Morris et al., 2016). Dartiber hinaus unterstiitzen die
Gefdlwinde die zerebrale Clearance iiber das glymphatische System. Hierbei drainiert
Liquor, Aquaporin-4-vermittelt (AQP4), von arteriellen Basalmembranen iiber das
zerebrale Interstitium in vendse GefaBBwinde, um das Gehirn von I&slichen Substanzen
zu befreien (Morris et al., 2016; Sweeney et al., 2019; Tarasoff-Conway et al., 2015).
Somit tragen die GefdBBe zur AB-Clearance bei, doch Alter, APOE g4-Genotyp oder hohe
ApB-Last kompromittieren diese protektiven Mechanismen, was die CAA verstirkt
(Carare et al., 2020). Durch Beeintrdachtigung der perivaskuldren Drainage verstirkt die
CAA die AD (Greenberg et al., 2020) und stellt die Hauptursache fiir Gefid3schiden sowie
lobére Blutungen im Rahmen der AD dar (Sweeney et al., 2018b).

14
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1.5 Neurovaskulire Einheit

Die zerebrale Gesundheit ist von einer addquaten vaskuldren Funktion abhédngig. Dies
spiegelt sich in dem hohen Sauerstoff- und Glukoseverbrauch von 20% des
Gesamtangebots und einer Gefa3lange von ca. 664km im Gehirn wider. Durch eine enge
funktionelle Verkniipfung in der neurovaskuldren Einheit (Englisch: Neurovascular Unit,
NVU) kann die Blutversorgung an die Aktivitdt angepasst werden, was als funktionelle
Hyperdamie oder neurovaskuldre Kopplung bezeichnet wird. Die NVU setzt sich aus dem
Endothel, Tonus regulierenden Zellen wie Perizyten und glatten Muskelzellen, den
Fulifortsetzen der Astrozyten sowie Neuronen zusammen (Sweeney et al., 2018a;
Sweeney et al., 2018b). Neben gefdBassoziierten Prozessen, wie Angiogenese und BHS-
Permeabilitdt, moderiert die NVU auch Zell-Matrix-Interaktionen sowie die
Neurogenese. Innerhalb der NVU befindet sich das einschichtige Gefaendothel der
BHS. Zahlreiche Zellkontakte, besonders Tight Junctions, schaffen eine dichte Barriere
mit geringer Permeabilitdt, wodurch ein besonderes Mikromilieu im Gehirn geschaffen
wird. Dieses feinabgestimmte Mikromilieu ist fiir synaptische Prozesse und neuronale
Interaktionen elementar. Bei inflammatorischen Prozessen oder neurodegenerativen
Erkrankungen, wie der AD, kommt es zum Untergang von Tight Junction-Proteinen
(Sweeney et al., 2019) und Perizyten, wodurch sich die BHS-Permeabilitit erhoht,
toxische Stoffe im Gehirn akkumulieren und zu Neurodegeneration fiihren konnen
(Sweeney et al., 2018b).

Verdanderungen der BHS zeigen sich auch im physiologischen Alterungsprozess. Bei
MCI- und AD-Patient:innen sind sie jedoch weitaus stirker ausgeprigt und gehen mit
deutlich schnellerer Krankheitsprogression und schlechterer Kognition einher. Dieser
BHS-Zusammenbruch tritt bei Mdusen bereits vor der AB-Pathologie oder kognitiven
Einschrinkungen auf und auch bei MCI-Patient:innen zeigen MRT-Aufnahmen
Dysfunktionen der BHS vor dem Auftreten einer manifesten Demenz
(Sweeney et al., 2018a; Sweeney et al., 2019). Dies geht mit reduzierter zerebraler
Kapillarlinge- und Dichte einher (Sweeney et al., 2018b). Auch die neurovaskulidren
Schiaden im Rahmen der AD zeigen eine Geschlechterdominanz mit stérkerer Belastung
weiblicher Miuse (Keyvani et al., 2018).

Neben der direkten Schidigung der NVU beeintrachtigt die AD, liber AP, den zerebralen
Blutfluss (Deane et al., 2003) sowie die funktionelle Hyperdmie, vor Auftreten der Af3-
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und Tau-Pathologie. Damit ist die vaskuldre Dysfunktion ein sehr frithes Ereignis in der
Pathogenese der AD (Sweeney et al., 2018a).

AB-Oligomere sind nicht nur besonders neurotoxisch, sondern zeigen auch bei Zellen der
BHS die hochste Toxizitdt. AB-vermittelt kommt es zu vermehrter Enzymaktivitdt von
Matrix-Metalloproteasen (MMP9 und MMP2), welche iiber die Aktivierung des CypA-
NF-kB-MMP9-Weges (CypA: Abkiirzung fiir Cyclophilin A, NF-xB: Abkiirzung fiir
Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of Activated B-cells) fiir die pathologische
Abnahme von Tight Junction-Proteinen und Kollagen mitverantwortlich sind. Damit
spielen AB-Oligomere eine zentrale Rolle in der Schidigung der BHS
(Jia et al., 2020; Nikolakopoulou et al., 2021; Wan et al., 2015).

Der Ephrinrezeptor B2 (EPHB2) ist wichtig fiir die Integritdt der NVU, indem er im
Rahmen der Angiogenese die Rekrutierung glatter Muskelzellen vermittelt
(Sweeney et al., 2018a). Bei der AD =zeigen sich die EPHB2-Spiegel reduziert
(Herring et al., 2016), was iiber mangelnde zelluldre Integritdt zum Stabilitdtsverlust und
zum Zusammenbruch der BHS fiihrt (Sweeney et al., 2018a).

Die gestorte Eliminierung von AP ist der treibende Faktor bei der weit verbreiteten LOAD
(Reitz and Mayeux, 2014; Selkoe and Hardy, 2016; Tarasoff-Conway et al., 2015). Neben
der direkten AP-Degradation (mittels Phagozytose sowie enzymatischem Abbau) spielen
die zerebralen Gefdf3e eine zentrale Rolle bei der AB-Clearance, da sie liber gleich zwei
verschiedenen Mechanismen das zerebrale A reduzieren (Carare et al., 2020;
Greenberg et al., 2020). Wihrend die perivaskuldre Drainage nur ca. 15% der vaskuldren
AB-Eliminierung vermittelt, wird der Grof3teil mit ca. 85% schnell und
konzentrationsabhdngig {liber die BHS transportiert (Shibata et al., 2000;
Sweeney et al., 2018b). Durch hohe Ap-Spiegel im Rahmen der AD wird die
Transportkapazitit liberstiegen und AP akkumuliert im Gehirn (Shibata et al., 2000).
Dariiber hinaus veridndert die AD die Expression der Transportproteine der BHS. Es
kommt zu einer Reduktion der AB-Effluxtransporter bei gleichzeitiger Zunahme der
Influxtransporter. Auf diese Weise ist der Haupteliminationsweg von Af iiber die BHS
beeintrichtigt und durch zerebrale Akkumulation wird die neurodegenerative Af-

Pathologie gefordert (Sweeney et al., 2018b).
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1.6 Transporter der Blut-Hirn-Schranke

Die BHS konnen nur wenige Molekiile passieren, weshalb Carrier und Transporter die
Passage erleichtern (Sweeney et al., 2018b). Es wird zwischen Aufnahmetransportern
(Influxtransproter), wie dem Receptor for Advanced Glycation Endproducts (RAGE) und
Effluxtransportern, wie dem Multidrug Resistance Protein 1 (MDRI1) oder Low Density
Lipoprotein Receptor-Related Protein 1 (LRP1), unterschieden (Deane et al., 2004;
Deane et al., 2012; Jia et al., 2020; Lam et al., 2001). Besonders Effluxtransporter stellen
einen Abwehrmechanismus dar, indem sie toxische Stoffe aus dem Gehirn ins Blut
transportieren und dartiber schéddliche Effektoren eliminieren. Eine verdanderte Expression
der Transportproteine der BHS trdgt zur Entstehung von ZNS-Erkrankungen, wie der AD,
bei (Jia et al., 2020).

1.6.1 Multidrug Resistance Protein 1 (MDR1)

Der Effluxtransporter MDRI1 ist am Abtransport von AP iiber die BHS beteiligt
(Lam et al.,, 2001; Sweeney et al., 2019). Neben der zerebralen Expression am
GefdBendothel, in Perizyten, Neuronen, Astroyzten oder am Plexus choroideus, wird
MDRI1 auch in zahlreichen exkretorischen Organen, wie Leber, Niere oder Hoden,
ausgepragt (Cordon-Cardo et al., 1989; Jia et al., 2020; Thiebaut et al., 1987). Der
vornehmlich  luminal befindliche Transporter vermittelt den AB-Transport
Adenosintriphosphat-abhéngig (ATP) iiber direkte Interaktion mit Af (Lam et al., 2001;
Sweeney et al., 2019).

Beeintrachtigt wird die zerebrale Clearance-Funktion durch Abnahme der MDR1-Dichte
im physiologischen Alterungsprozess. Somit wirkt Alter als Risikofaktor fiir die AD mit
besonderer Beeintrachtigung der gefdBvermittelten AB-Reduktion (Jia et al., 2020).

Die Bedeutung von MDRI1 fiir die AB-Eliminierung zeigt sich in einer
negativen Korrelation von Af-Akkumulation und Hohe der MDRI-Expression
(Vogelgesang et al., 2004). Bereits in frithen Stadien der AD kann in der Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) eine reduzierte MDRI-Aktivitit an der BHS
nachgewiesen werden (Sweeney et al., 2019). Ursédchlich sind unter anderem der

vermehrte Anfall von AP sowie inflammatorischer Zytokine, welche die MDRI1-
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Expression (auf mRNA- und Proteinebene) reduzieren (Jia et al., 2020). Somit stellt die
AD gleich zweifach ein Risiko fiir verminderte MDR 1-Aktivitdt und damit Verstarkung
der AB-Akkumulation dar (Sweeney et al., 2018b).

1.6.2 Low Density Lipoprotein Receptor-Related Protein 1 (LRP1)

Beinahe die Hélfte des BHS-Transportes wird tiber den Effluxtransporter LRP1 vermittelt
(Storck et al., 2016). Als Mitglied der ,,Low Density Lipoprotein Receptor-Familie*
gehort LRP1 zu den APOE-Rezeptoren und wird viel in Leber und Gehirn exprimiert
(Herz et al., 1988; Sweeney et al., 2019). Neben der Expression in Neuronen, Astrozyten
und Mikroglia (Storck et al., 2016) befindet sich LRP1 an der abluminalen Seite der BHS,
wo es die Endozytose von AP vermittelt (Sweeney et al., 2019). Der Transport von A3
erfolgt iiber direkte Interaktion mit LRP1, doch ist die Affinitét fiir AP4o weitaus hoher
als fir AP42. Die Konsequenz ist ein deutlich langsamerer Transport von A4z, welcher
bei steigenden Afpa4o-Spiegeln (durch den kompetitiven Antagonismus) noch weiter
kompromittiert wird (Deane et al., 2004) und somit die pathologische Akkumulation von
A4z bei der AD fordert. Dass LRP1 einer der Haupteffektoren zur Reduktion zerebralen
APs ist, zeigt die um ca. 50% reduzierte AB42-Clearance liber die BHS bei LRP1-Mangel
(im Mausmodell). Die Folge sind bis zu 4,8-fach erhohte Spiegel 16slichen APs. Da der
Anteil des LRPI-vermittelten AB-Transports mit héheren AB-Spiegeln noch weiter
zunimmt, ist LRP1 von ganz besonderer Bedeutung in der Pathogenese der AD
(Storck et al., 2016). Ursachlich fiir verminderte LRP1-Spiegel bei der AD sind unter
anderem eine, durch oxidativen Stress vermittelte Fehlfaltung von LRPI1, welche in
vermehrtem Abbau im Proteasomen resultiert und durch hohe AB-Level getriggert wird
(Deane et al., 2004; Sweeney et al., 2019). Dariiber hinaus geht der LRP1-Mangel mit
einer Schiadigung der BHS einher. Die Interaktion von APOE mit LRP1 auf Perizyten
vermittelt Isoform abhiingig die Aufrechterhaltung der BHS-Integritit. Uber Hemmung
des CypA-MMP-9-Signalwegs verhindern APOE2 und APOE3, durch Bindung an LRP1,
den Abbau von BHS Komponenten. APOE4 hingegen zeigt keine ausreichende Affinitét

zu LRP1, womit es zu einer Enthemmung des BHS-Abbaus mit Mikroblutungen und
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nachfolgend neuronalen Schiden kommt (Nikolakopoulou et al., 2021;
Sweeney et al., 2019). Neben vaskuldren Schiden beeinflusst APOE auch die AB-
Clearance. AP allein wird vornehmlich tiber den schnellen LRP1-Transportweg aus dem
Gehirn transportiert, doch der Komplex mit APOE, besonders APOE4, fiihrt zu einem
vermehrten Transfer iiber den weitaus langsamer agierenden Very-Low-Density-
Lipoprotein Receptor (VLDLR). Die Folge ist eine, um den Faktor 15, verminderte
Clearance (Deane et al., 2008). Nicht zuletzt wirkt sich ein LRP1-Mangel auch negativ
auf die kognitive Funktion im Tiermodell aus und besitzt damit klinische Relevanz
(Storck et al., 2016). Dies unterstreicht die wichtige Funktion von LRP1 in der AD-
Pathogenese und bei der Aufrechterhaltung der vaskuldren Integritit, als Voraussetzung

fiir eine addquate Clearance.

1.6.3 Receptor for Advanced Glycation Endproducts (RAGE)

Der Multiliganden-Rezeptor Receptor for Advanced Glycation Endproducts (RAGE)
gehort zur ,,Immunglobulin-Superfamilie® (Neeper et al., 1992) und vermittelt einen
groBen Teil des Influxes von loslichem AP an der BHS (Deane et al., 2012;
Sweeney et al., 2018b). RAGE wird von zahlreichen Zellen, wie glatten Muskelzellen
oder Immunzellen, sowie am luminalen Endothel zerebraler GefiBle exprimiert
(Deane et al., 2012; Paudel et al., 2020). Uber Bindung von Damage-Associated
Molecular Pattern (DAMP) ist RAGE an der proinflammatorischen Modulation des
angeborenen Immunsystems beteiligt. Wéhrend die Effluxtransporter der AD
entgegenwirken, fordert die RAGE-Aktivierung die pathologischen Prozesse iiber
Verstiarkung der AB- und Tau-Pathologie (Paudel et al., 2020). Die Aktivierung von
RAGE erhoht die Aktivitét der B- und y-Sekretase und fordert so die Generation toxischen
APs (Burstein et al., 2018; Paudel et al., 2020). Auch direkte neuronale Schiden mit
synaptischer Dysfunktion und Abnahme der Acetylcholinesterase-Aktivitdt werden durch
RAGE-Aktivierung vermittelt (Paudel et al., 2020). Gleichzeitig wird iiber RAGE eine
Entziindungsreaktion initiiert. Zum einen wirkt der zerebrale Influx von AP selbst
entziindungsfordernd und zum anderen werden vermehrt proinflammatorische
Mediatoren, wie NF-kB, Tumornekrosefaktor a (TNF-a), Interleukin-1p (IL-1pB), oder
Interleukin-6 (IL-6) gebildet, Mikroglia aktiviert und der oxidative Stress erhoht. So
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kommt es zur verstirkten AB-Akkumulation und Aggregation mit neuronalen Schiden
(Burdick et al., 1992; Burstein et al., 2018; Deane et al., 2012). Zudem wird die
neurovaskulédre Integritit durch die Interaktion von RAGE mit AP42-Oligomeren stark
beeintrachtigt. Vermehrte Leckagen, Abnahme der Tight Junction-Proteine sowie
verstirkte Aktivitdit von MMP2 und MMPO sind die Folge und fiihren zum Abbau der
BHS (Deane et al., 2012; Wan et al., 2015). Auch der zerebrale Blutfluss ist vermindert
und durch Reduktion des Glukosemetabolismus wird die neuronale Néhrstoffversorgung
noch weiter eingeschrinkt (Burstein et al., 2018). AP, besonders Ap42-Oligomere
(Wan et al., 2015), fithren zu erhohter RAGE-Expression, weshalb bei AD-Patient:innen
die RAGE-Level bereits frith im Krankheitsprozess erhoht sind. Die elevierten RAGE-
Level verstirken die Ap-vermittelten Schdden an Neuronen und haben, durch
verminderte kognitive Féhigkeiten, auch eine klinische Relevanz (im Tiermodell)

(Paudel et al., 2020).

1.7 Kallikrein-8 und Alzheimer-Krankheit

Der erste Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen dem Kallikrein-System und der
AD zeigte sich bereits vor fast 20 Jahren durch den Nachweis stark erhohter
Kallikrein-8-mRNA Level (KLKS8) 1im Hippokampus von AD-Patient:innen
(Shimizu-Okabe et al., 2001). KLKS ist eine von 15 Serin-Proteasen der Kallikrein-
Familie (Prassas et al., 2015), welche neben dem Gehirn in zahlreichen weiteren
Geweben, wie Brust, Haut oder Tonsillen, exprimiert wird (Shaw and Diamandis, 2007;
Shimizu-Okabe et al., 2001). Eine hohe zerebrale KLKS8-Expression zeigt sich
physiologischer Weise besonders in Regionen, welche fiir Lern- und Gedéchtnisprozesse
wichtig sind, wie Hippokampus, Amygdala (Prassas et al., 2015) oder auch Kortex
(Konar and Thakur, 2015). KLK8 wird als inaktives Zymogen sezerniert, iiber Proteolyse
aktiviert und im Gewebe durch verschiedenste Mechanismen in seiner katalytischen
Aktivitdt moduliert. Stress steigert die zerebrale KLKS8-Expression doch erfolgt die
Aktivierung oft erst bei synaptischer Aktivitit. Uber Spaltung verschiedenster Substrate
wie EPHB2, Neuregulin-1 (NRG1) oder des Zell Adhésionsmolekiils LICAM
(Englisch: Neuronal Cell Adhesion Molecule L1), ist KLKS8 an zahlreichen zerebralen
Signalkaskaden beteiligt. Neben Modulation synaptischer Plastizitit vermittelt KLKS die
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Entstehung von Angst, Angiogenese oder Phagozytose (Herring et al., 2016;
Prassas et al., 2015; Tamura et al., 2012; Xing et al., 2019). Uber die Beteiligung von
KLKS bei Erkrankungen wie Psoriasis, Schizophrenie oder Angsterkrankungen ist bereits
vieles bekannt, doch die Rolle von KLK8 bei der AD ist bisher kaum erforscht
(Herring et al., 2016; Prassas et al., 2015).

Unsere Arbeitsgruppe konnte als Erste eine Beteiligung von KLK8 an den pathologischen
Prozessen der AD zeigen. Im Gehirn sind KLKS8-Level bei AD-Erkrankten (Mensch und
Mausmodell) bereits vor Auftreten klinischer oder neuropathologischer Auffilligkeiten
massiv erhoht und steigen im Krankheitsverlauf weiter an (Herring et al., 2016). Der
Erhohung von KLK8 folgt ein Abfall des KLKS8-Spaltprodukts full-length-EPHB2
(EPHB2-FL) bei AD-Patient:innen sowie im Mausmodell (Attwood et al., 2011;
Herring et al., 2016). Besonders Frauen sind von der AD betroffen (Nebel et al., 2018;
Nichols et al., 2019) und KLKS8 spiegelt diese Geschlechtsunterschiede, sowohl bei
Menschen als auch bei Mausen, wider. Bei Frauen konnten hohere KLKS8-Level,
assoziiert mit stiarkerer kognitiver Beeintrichtigung, bei gesunden sowie bei AD-
erkrankten Frauen nachgewiesen werden. Ursichlich scheint eine Ostrogen-induzierte
KLK8-Synthese zu sein (Keyvani et al., 2018). Eine vierwochige KLKS8-Reduktion
mittels AK-Applikation konnte im Mausmodell vielfach neuropathologische und
klinische Verbesserungen erzielen. Durch verminderte APP-Prozessierung und geringere
AB4-Generierung, bei erhdhter AB-Clearance tiber die BHS und verstéarkter mikroglialer
Phagozytose, konnte die Ap-Plaquelast reduziert werden. Da sich besonders das Volumen
der jiingeren Plaques reduzierte, wurde eine Beteiligung von KLKS8 an den frithen
Prozessen der AD-Pathologie vermutet. Dariiber hinaus induzierte die KLK8-AK-
Therapie die strukturelle Neuroplastizitit, wéahrend die Tau-Pathologie reduziert wurde.
Eine Erhohung der zerebralen Gefddichte im Frontalkortex und in den Basalganglien
nicht-transgener Méuse sowie die Zunahme der Clearance von AP4o und A4 iiber die
BHS transgener Miduse bestitigten eine Verbesserung der neurovaskuldren Funktion
durch die KLK8-AK-Therapie. Neben der Erhohung der Blutgefadichte zeigte sich auch
eine Zunahme der Effluxtransporter (MDR1 und LRP1) an der BHS, welche zur
Verbesserung der Clearance beitragen. Dem gegeniiber stand eine erhohte Expression
des Influxtransporters RAGE in nicht-transgenen Maédusen. Mit Verbesserung der

Gedichtnisleistung und Angstlichkeit zeigte die AK-Therapie auch eine klinische
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Verbesserung, wihrend kaum negative Effekte auf gesunde (nicht-transgene) Méuse
beobachtet werden konnten (Herring et al., 2016).

Aufgrund dieser breitgefiacherten Verbesserungen der AD-Pathologie konnte die KLKS-
gerichtete Therapie eine vielversprechende neue Therapieoption in der bisher
aussichtslosen Therapiestrategie der AD sein (Herring et al., 2016).

Die Hypothese, dass KLK8 an der Pathogenese der AD beteiligt ist, unterstiitzen auch
genetische Erkenntnisse. Wie viele AD-Risikogene (APOE, ABCA7, TOMM40) liegt
auch KLKS auf Chromosom 19 (Bao et al., 2016; Kunkle et al., 2019; Prassas et al., 2015),
womit es zu einem potenziellen AD-Risikogen gehdren konnte.

Neben seinem therapeutischen Potenzial stellt KLK8 einen Biomarker mit
vielversprechender diagnostischer Sicherheit dar. Sowohl im Liquor als auch im Blut ldsst
er sich nachweisen und zeigt zur Detektion frither AD-Stadien, wie der MCI, eine hohere
diagnostische Sicherheit als etablierte Biomarker. Damit konnte KLKS8 ein
Biomarker mit groem Potenzial in der wichtigen friihen AD-Phase sein
(Teuber-Hanselmann et al., 2020). Aufgrund der langen priklinischen Pathogenese der
AD (Gordon et al., 2018) ist die Suche nach verldsslichen Friithmarkern von besonderer
Bedeutung, da Therapieansitze in diesem Zeitraum als sehr erfolgreich angesehen
werden (Huang et al., 2020). Damit steigt die Relevanz von KLK8 im Rahmen der AD,
weil es sowohl diagnostisches als auch therapeutisches Potenzial besitzt

(Herring et al., 2016; Teuber-Hanselmann et al., 2020).
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2 FRAGESTELLUNGEN

Eine vierwOchige Antikorper-vermittelte KLK8-Blockade zeigte, wie bereits
beschrieben, weitreichende klinische und molekulare Verbesserung multipler AD-
assoziierter Pathologien. Darunter auch eine Modulation und Verbesserung der, bei der
AD kompromittierten, protektiven Funktion der NVU, was KLK8 zu einem
vielversprechenden therapeutischen 7Target macht.

Bisher unbekannt sind jedoch langfristige Auswirkungen einer KLK8-Reduktion bei der
AD auf die neurovaskulére Einheit sowie die Untersuchung auf Geschlechtsunterschiede
in diesem Zusammenhang.

Im Rahmen eines umfangreichen Projekts wurden zahlreiche Effekte eines mKIkS-
Knockdowns auf die AD-Pathologie untersucht. Durch den genetischen Ansatz sollte die
Wirkung langfristig reduzierter KLK8-Spiegel auf die Méuse ermittelt sowie eine
Wiederholbarkeit der, durch die KLKS8-Antikorper-Blockade vermittelten Erfolge aus der
vorherigen Arbeit iiberpriift werden. Zudem diente dieser Ansatz dazu unentdeckte
Interaktionen des KLKS8-Antikorpers zu umgehen und die Effekte somit nur auf die
KLKS8-Spiegel zuriickfiihrbar zu machen. Vor diesem Hintergrund ergeben sich folgende

Fragestellungen meiner Dissertation:

1. Welchen Einfluss hat eine langfristige KLK8-Reduktion mittels mK/k§-
Knockdown auf die AD-pathologischen Veridnderungen der zerebralen
Gefalidichte bei weiblichen und minnlichen Méusen in Hippokampus,

Neokortex und den Basalganglien?

2. Welchen Einfluss hat eine langfristige KLK8-Reduktion mittels mKIkS-
Knockdown auf die AD-pathologischen Verdnderungen der zerebralen
Expression des Effluxtransporters MDR1 bei weiblichen und ménnlichen

Maiusen im Neokortex?
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3. Welchen Einfluss hat eine langfristige KLK8-Reduktion mittels mK/k§-
Knockdown auf die AD-pathologischen Verdnderungen der zerebralen
Expression des Effluxtransporters LRP1 bei weiblichen und ménnlichen Méusen

im Neokortex?

4. Welchen Einfluss hat eine langfristige KLK8-Reduktion mittels mKIkS-
Knockdown auf die AD-pathologischen Verdnderungen der zerebralen
Expression des Influxtransporters RAGE bei weiblichen und ménnlichen

Maiusen im Neokortex?
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3 TIERE, MATERIAL UND METHODEN

3.1 Allgemeines

Die Arbeitsschritte 3.2 bis 3.6 sowie 3.8.1 und 3.8.2 wurden von anderen
Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des Instituts fiir Neuropathologie des
Universititsklinikums Essen durchgefiihrt und waren kein direkter Bestandteil meiner
experimentellen Dissertation, bildeten jedoch die Grundlage fiir meine Laborarbeit.
Meine Tatigkeit umfasste die eigenstindige Probenvorbereitung und Herstellung der
Polyacrylamidgele (3.7.1), Gelelektrophorese (3.7.2), Blotting (3.7.3), Proteindetektion
durch spezifische Antikorper (3.7.4), densitometrische Quantifizierung der
Western Blot-Bandenprodukte (3.7.5), stereologische Quantifizierung Laminin gefarbter
zerebraler Geféalle (3.8.3) und die Statistik (3.9). Die Datenerhebung erfolgte verblindet,
das heit der Experimentator hatte weder Kenntnis des Genotyps noch des Geschlechts

des jeweils untersuchten Versuchstiers.

3.2 Mausmodelle und Tierhaltung

Folgende Griinder-Mausstimme wurden zur Generierung des mKIkS8-Knockdown

(murines Kallikrein-8) Stammes verwendet:

TeCRNDS8-Miuse

Diese Miuse sind hemizygot transgen (Tg, [h4PP+/-]) und zeigen eine Uberexpression
des humanen Amyloid-Precursor-Proteins 695 (hAPP 695), gesteuert durch den
syrischen Hamster-Prion-Protein-Promoter, auf dem hybriden C57BL/6-C3H/Hel
Hintergrundstamm. Sie besitzen die Doppelmutationen ,,Swedish“ und ,,Indiana“
innerhalb des 24 PP-Gens [KM670/671NL & V717F]. In TgCRNDS Tieren zeigen sich
extrazelluldire AP Plaques mit pridominantem AP42-Anteil ab dem postnatalen Tag 90
(P90) und dystrophe Verdnderungen der Neuriten ab 5 Monaten (Chishti et al., 2001).
Bereits ab P30 tritt vor allem im Hippokampus, aber auch in anderen Gehirnarealen, wie
Neokortex und Zerebellum, ein Uberschuss von KLK8 sowohl auf mRNA als auch auf

Proteinebene auf (Herring et al., 2016). Kognitive Defizite, wie Einschrankungen der
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rdumlichen Gedéchtnisleistung, zeigen sich ab P90 (Chishti et al., 2001). Wildtypische
Tiere des hybriden Hintergrundstamms C57BL/6-C3H/HeJ dienen als nicht-transgene

Kontrollen.

Kallikrein-8-Knockout Miuse (Klk8§-KQO)

Hierbei handelt es sich um Méuse mit homozygotem Knockout (KO) beziiglich des
murinen KIkS [mKIk§—/—]. Hintergrundstamm ist C57BL/6J
(B6.129P2-K1k8<tm1Shio>, RIKEN BioResource Center). Diese Miuse zeichnen sich
durch synaptische und neuronale Verdnderungen aus. Morphologische Verdnderungen
des Zellsomas und die Reduktion der inhibitorischen, asymmetrischen Synapsen stehen
einer Zunahme von Vesikel gefiillten, unspezialisierten Boutons sowie einer erhdhten
Anzahl von Parvalbumin-immunoreaktiver Zellen gegeniiber (Hirata et al., 2001).
Dariiber hinaus zeigen die mKIk§-Knockout Miuse verminderte kognitive Fahigkeiten
und Gedichtnisleistungen sowie fehlende Generierung von frithen Langzeitpotenzialen
im Hippokampus (Tamura et al., 2006). Die Maéause sind lebensfihig und fertil
(Davies et al., 2001).

Generierung des Intermedidr-Stammes:
. mKIk8—/— (C57BL/6 Hintergrundstamm)
. mKlk8+/+ (C3H/HeJ Hintergrundstamm)

Die Grundlage der Zucht bildete die Kreuzung von ménnlichen Méusen, welche einen
mKlk8-Knockout (mKlk8—/—) aufwiesen mit Weibchen des Hintergrundstammes
C3H/HelJ, deren mKIk8-Genoytp dem Wildtyp entsprach (mKIlk8+/+). Auf diese Weise
entstand fiir die weitere Verpaarung ein mK/kS8-Knockdown, dessen Hintergrundstamm

C57BL/6-C3H/He] dem TgCRNDS8-Modell entspricht:

. mKIk8+/— (Die Méuse waren: heterozygot fiir mK/k8, Hintergrundstamm:
C57BL/6-C3H/Hel
2> Miuse mit 50% KLK8-Reduktion.

Der Intermedidr-Stamm zeigte keine zusitzlichen Pathologien im Vergleich zu den

Griinderstimmen und war lebensfahig.
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Zucht der Experimentaltiere

Ziel war die Zucht transgener Méduse mit permanent reduzierter KLK8-Expression. Die
Verpaarung von 10 maénnlichen, transgenen Maéusen mit AD-Pathologie und
KLKS8-Uberschuss (2APP+/—; mKIk8+/+) mit 10 weiblichen, nicht-transgenen Miusen
ohne AD-Pathologie und mit 50% reduzierter KLK8-Expression (hAPP—/—; mKIk8+/—)
fand ab P90 statt. Daraus entstanden die Experimentaltiere mit folgenden Genotypen:
o hAPP+/—; mKIk8+/—
=>» transgene Méuse mit AD-Pathologie, deren KLKS8-Expression um 50%
reduziert war (im Vergleich zu den TgCRDNS8 Méusen).
o hAPP+/—; mKIk8+/+
=>» transgene Mause mit AD-Pathologie, die einen zerebralen
KLKS8-Uberschuss aufweisen (Herring et al., 2016).
o hAPP—/—; mKIlk8+/—
=>» nicht-transgene Méuse ohne AD-Pathologie, deren KLK8-Expression um
50% reduziert war (im Vergleich zu Méausen vom Wildtyp).
o hAPP—/—; mKIk8+/+
=» nicht-transgene Méuse ohne AD-Pathologie, die eine physiologische
KLKS8-Expression zeigen.

Auch die Experimentaltiere waren lebensfahig und zusétzliche Pathologien konnten im

Vergleich zu den Griinderstimmen und dem Intermedidr-Stamm nicht detektiert werden.

Tabelle 1: Méuse

Generation Tier Eigenschaften Hersteller/ Ziichter
Griindermaus- TgCRNDS8 Méuse | Genotyp: Tanz Center for Research in
stimme hAPP+/- Neurodegenerative Diseases,
—>Transgen hemizygot Universitit Toronto, Kanada
Phiinotyp:

-Uberexpression von hAPP
-AD idhnliche Pathologie
Mutationen:

Swedish, Indiana:
[KM670/67INL & V717F]
Promotor: syrischer Hamster
Prion Promotor
Hintergrundstamm:
C57BL/6-C3H/HeJ
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Griindermaus- Klk8-KO Méuse Genotyp: RIKEN BioResource Center
stimme mKIk8—/— (B6.129P2-K1k8<tm1Shio>

—“>Homozygot: mKIkS- Stamm)

Knockout Tsukuba, Japan

Hintergrundstamm:

C57BL/6J

Phénotyp:

-verminderte kognitive

Féhigkeiten
Intermediér- Genotyp: Institut fiir Neuropathologie,
Stamm mKIk8+/— Essen

Hintergrundstamm:

C57BL/6-C3H/Hel

Phénotyp:

-50% KLK8-Reduktion
Experimental- 1.Genotyp: Institut fiir Neuropathologie,
tiere hAPP+/—; mKIk8+/— Essen

> hemizygot transgen fiir
hAPP, heterozygot fiir
mKIk8

Phiinotyp:

-AD édhnliche Pathologie
-50% KLK8-Reduktion
2.Genotyp:

hAPP+/—; mKIk8+/+
—>hemizygot transgen fiir
hAPP, homozygot fir mKIk8
Phénotyp:

-AD &dhnliche Pathologie
- zerebraler KLKS-
Uberschuss

3.Genotyp:

hAPP—/—; mKIk8+/—

-> nicht-transgen flir 24APP,
heterozygot fiir mKIk8
Phénotyp:

-keine AD é&hnliche
Pathologie

-50% KLK8-Reduktion
4.Genotyp:

hAPP—/—; mKIk8+/+

-> nicht-transgen fiir 74 PP,
homozygot fiir mKIk8
Phénotyp:

-keine AD &hnliche
Pathologie
-KLKS8-Expression
physiologisch
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3.2.1 Haltung der Miuse

Alle Tiere wurden im zentralen Tierlabor des Universititsklinikums Essen unter
Standardbedingungen (SH, Standardhaltung) in Makrolon Typ III Kifigen gehalten. Zu
jeder Zeit stand den Méusen Futter und Wasser zur freien Verfiigung. Bis P30 wurde der
Nachwuchs zusammen mit dem Muttertier gehalten. AnschlieBend erfolgte die Trennung
vom Muttertier und die Aufteilung in gleichgeschlechtliche Gruppen von 3-4 Miusen bis
P207 unter Standardbedingungen. Um die Einflussnahme des elterlichen Genotyps auf
die Phénotypen der Experimentalméduse zu minimieren, wurde die gleiche Anzahl an
Tieren aus jedem Wurf auf die verschiedenen Gruppen aufgeteilt.

Die Genotypisierung aller Mduse wurde an P30 mittels konventioneller Polymerase
Kettenreaktion (PCR) fiir h4PP, mKIk8 und die ,;murine Sex determining region Y
(mSry, zur Verifizierung des Geschlechts) durchgefiihrt. Die Verwendung verschiedener
Primer ermoglichte die genaue Identifizierung der Genotypen mKlk8+/— und mKIk8+/+.
Zur Kontrolle der mKIk8-Expression wurde eine real-time PCR durchgefiihrt, welche
eine Reduktion um 50% in Knockdown Maiusen (mKIk§+/—) im Vergleich zu
mKIk8+/+ Midusen bestitigte.

Im fortgeschrittenen Krankheitsstadium wurden die Experimentaltiere verschiedenen

Verhaltenstests unterzogen.

3.3 Verhaltensphinotypisierung

Vor Durchfiihrung der Verhaltensphinotypisierung (P207-P213) wurden die
Experimentaltiere flir eine Woche an einen invertierten Tag-Nacht-Rhythmus angepasst.
Die Verhaltensphinotypisierung diente der Erfassung von Angstlichkeit, Aktivitit,
Erkundungsverhalten sowie des Objekt-Wiedererkennens und fand in fortgeschrittenem
Krankheitsstadium zwischen P214-P216 statt. Mittels Elevated-Plus-Maze (EPM) wurde
die Angstlichkeit (Young et al., 2008) an P214 ermittelt. Die Testung der generellen
Aktivitdt und des Erkundungsverhaltens wurde mit Hilfe des Open-Field-Tests (OF)
(Kilic et al, 2010) an P215 durchgefiihrt. Die Bestimmung des
Objekt-Wiedererkennungsgedéchtnisses erfolgte mit Hilfe des Novel Object Recognition
Tests (NOT) an P216. Der NOT wurde in der OF Arena durchgefiihrt. Daher diente der
Open-Field Test als Habituationsphase flir den NOT.
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Eine Reinigung der Testflichen fand nach jedem Test mit 70%igem Ethanol
(s. Tab. 9) statt.

3.4 Probengewinnung

Die Probengewinnung erfolgte an P226 +0.77 (Mittelwert + Standardfehler des
Stichprobenmittelwertes, Standard Error of the Mean, SEM). Um die Maéuse in
Anidsthesie mit Kohlendioxid (CO2) zu toten, wurde der COz-Anteil des
Kohlendioxid-Sauerstoff-Gemischs (Flussrate 1,8 I/Min.) stetig erhéht. Nach der Tétung
erfolgte die Dekapitation mit Gehirnexzision. Das Gehirn wurde in medianer
Sagittalebene geschnitten, wobei die linke Hemisphédre flir immunhistologische
Untersuchungen verblieb, wahrend der Neokortex der rechten Hemisphire getrennt
isoliert und flir molekulare Untersuchungen weiterverarbeitet wurde.
Folgende Tierzahlen wurden pro Gruppe im Rahmen meiner Dissertation analysiert:
e transgene Mduse mit Alzheimer-dhnlicher Pathologie:
o weiblich h4PP+/—; mKIk8+/+: n=12
o weiblich h4PP+/—; mKIk8+/—: n=12
o mannlich hKAPP+/—; mKIk8+/+: n=12
o mannlich hKAPP+/—; mKIlk8+/—: n=11
e nicht-transgene Méuse ohne Alzheimer-dhnliche Pathologie:
o weiblich hAPP—/—; mKIk8+/+: n=10
o weiblich h4PP—/—; mKIk8+/—: n=12
o mannlich hKAPP—/—; mKIk8+/+: n=13
o mannlich hkAPP—/—; mKIk8+/—: n=12

3.5 Quantifizierung der zerebralen Gefialidichte
3.5.1 Vorarbeiten

Zur Quantifizierung der zerebralen Gefdlldichte wurde das Gewebe der linken
Hemisphére nach Formalin-Fixierung und Paraffin-Einbettung in 10 um dicke koronare

Schnitte geschnitten und diese im Anschluss im Wasserbad gestreckt, auf Objekttrager
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tiberfiihrt und tiber Nacht getrocknet. Am nichsten Tag erfolgte eine Inkubation im
Wiérmeschrank bei 60°C fiir 1 Stunde, weitere 2-3 Tage bei 40°C und noch einmal {iber
Nacht bei 50°C. Im Anschluss daran erfolgte die Rehydrierung. Durch dreimaliges
Waschen der Schnitte in Xylol (s. Tab. 8) wurde die Paraffineinbettung entfernt. Danach
fanden drei Inkubationsschritte fiir je 1 Minute (Min.) mit Alkohol statt, 2 Mal mit
100% Ethanol, 2 Mal mit 96% Ethanol und 1 Mal mit 70% Ethanol. Zum Abschluss
wurde mit Aqua destillata (Aqua Dest.) gereinigt.

Pro Tier wurden 6 Schnitte (mit jeweils 100 um Abstand zwischen den Schnitten)

immunhistologisch gegen Laminin gefarbt.

3.5.2 Laminin-Immunhistochemie

Die Farbung beruht auf einer doppelten AK-Bindungsreaktion, welche dem Prinzip der
Proteindetektion im Western Blot entspricht (s. Erlduterung in 3.7.4). Der
Primérantikdrper bindet fiir die Immunhistochemie das Protein Laminin in den
Basalmembranen der GefiBwinde (Thomsen et al.,, 2017), welche durch den
Substratumsatz im histologischen Schnitt farblich dargestellt werden.

Fir die Féarbung wurden die Schnitte zur besseren Zugénglichkeit der Antigene
vorbehandelt. Dies erfolgte durch eine einstlindige Inkubation bei 37°C mit 0,4% Pepsin
(s. Tab. 8), gelost in 10 mM Salzsdure (HCl) (s. Tab.9). Daran schloss sich eine
Inkubation mit 3% Wasserstoffperoxid (H202, als Peroxidase-Blocking Solution,
s. Tab. 9) fiir 5 Min. an. Nach einem Waschgang mit Waschpuffer (s. Tab. 9) konnten die
Schnitte im  Autostainer plus (DAKO, s. Tab. 10) gefirbt werden. Jedem
Inkubationsschritt folgte ein Spiilgang mit Waschpuffer. Als Erstes wurde den Schnitten
200 pl pra-Block  (s. Tab. 2, Prd- und Postblock)  zugefiihrt, um  unspezifische
Bindestellen zu blockieren. Daran schloss sich die Inkubation mit dem Primérantikorper
gegen Laminin an (L9393, Sigma Aldrich, 1:300, 0,7 ul AK in 210 pl Diluent). Die
Negativkontrolle erfolgte mit 200 pl Diluent (s. Tab.9). AnschlieBend wurden fiir
30 Min. 200 pl eines Meerrettichperoxidase-Polymer-Sekundarantikérpers (Englisch:
Horseradish  Peroxidase, HRP) (s. Tab.2) hinzugegeben. Zuletzt wurden
4 ul 3’3’-Diaminobenzidin (DAB) (s. Tab. 9) in 200 pl Diluent fir 10 Min. zugefiigt.
Das DAB fungiert als Reagenz fiir die HRP, welche das Benzidin in ein bréunliches
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Substrat umsetzt, so dass im histologischen Schnitt die Blutgefa3e braunlich dargestellt
werden. Im Anschluss wurden die Schnitte mit Cytoseal XYL (s. Tab.9) und
Deckglaschen eingedeckt.

Tabelle 2: Gebrauchsfertige Losungen/Kits Immunhistochemie

Gebrauchsfertige Losungen/ Kits Zusammensetzung, Hersteller
ZytoChem Plus HRP Polymer System (Pré- und Zytomed Systems GmbH, Berlin
Postblock, Mouse/ Rabbit) REF: POLHRP-100

3.5.3 Stereologische Quantifizierung Laminin gefirbter zerebraler Gefilie

Die Stereologie diente der Quantifizierung der zerebralen BlutgefaBdichte. Zur
Visualisierung wurden ein Lichtmikroskop (Nikon 801, s. Tab. 10) und eine
Farbdigitalkamera  genutzt, = welche eine  Verbindung zum  Programm
Stereo Investigator 11 (s. Tab. 10) aufwiesen. Zunichst wurde die Kontur der jeweiligen
zu analysierenden anatomischen Struktur (Neokortex, Hippokampus und Basalganglien)
zur Flachenbestimmung des Areals bei einer 20-fachen VergrofSerung eingezeichnet. Die
Zihlung der BlutgefilBverzweigung erfolgte bei einer 200-fachen VergroBerung, einer
Belichtung von 35 Millisekunden (ms), in einem Zdhlrahmen der GroBe 300 x 300 pm
und einer Rastergrof3e von 425 x 425 um. Mit Hilfe des Fractionators wurden 49% der
anatomischen Struktur randomisiert ausgezédhlt und die Auswertung dieser Areale auf
100% extrapoliert. Gezéhlt wurden sowohl GefdBknotenpunkte, definiert als
Gefidfigabelung mit mindestens 2 Abgingen, sowie Gefdlendpunkte. Die Anzahl der
Gefidllverzweigungen wurde durch die Formel
(GefaBendpunkte + GefdaBknotenpunkte) /2 berechnet und in Relation zur Fliche des

jeweils analysierten Gehirn-Areals gesetzt (n/mm?).

3.6 Quantifizierung der zerebralen AB-Transporter-Expression
3.6.1 Extraktion von DNA, RNA und Proteinen

Zur Extraktion der DNA, RNA und Proteine wurden dem Neokortex der
rechten Hemisphiare 800 pul TRIzol™ Reagenz (s. Tab. 9) zugegeben. Mittels
Mikro-Dismembrator S (s. Tab. 10) wurden die Gewebeproben anschlieBend fiir 2 Min.
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bei 2.500 rpm (Englisch: Revolutions per Minute) homogenisiert. Dies bildete die
Grundlage fiir die Extraktion von DNA, RNA und Proteinen.

Phasentrennung:

Im Anschluss an die Homogenisierung erfolgte ein erneutes Zufiihren von
800 ul TRIzol™ Reagenz  mit  darauffolgender  S-miniitiger Inkubation  bei
Raumtemperatur. Nach Zugabe von 200 ul Chloroform (s. Tab.9) und kurzer
Durchmischung schloss sich eine Inkubation bei Raumtemperatur fiir 2 Min. an. Mittels
Zentrifugation (15 Min. bei 4°C und 13.000 rpm) erfolgte die Phasentrennung, woraufhin
die Proben auf Eis gelagert wurden. Zuoberst befand sich eine wissrige Phase, in welcher
die RNA geldst war. Darunter bildete sich eine DNA-enthaltende Grenzschicht und am
Grund die Phenol/Chloroform-Phase, in der sich Proteine befanden. Die oberste,
RNA-enthaltende Phase wurde in ein neues Gefall mit 500 pl TRIzol™ iiberfiihrt. Durch
erneute Zugabe von 100 pl Chloroform zur RNA-enthaltenden Phase, Invertierung,
Inkubation (2 Min. bei Raumtemperatur) und anschlieBende Zentrifugation (15 Min.
bei 4°C und 13.000 rpm) erfolgte eine erneute Phasentrennung. Hierdurch wurde die

RNA-enthaltende Phase aufgereinigt.

Féllung der RNA:

Nach erneuter Uberfithrung der oberen (RNA-enthaltenden) Phase in ein neues Gefil
fand durch Zugabe von 800 ul Isopropanol (s. Tab. 9) die Féallung der RNA statt. Dafiir
erfolgte eine 10-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur und anschlieendes
Zentrifugieren (30-60 Min. bei 4°C und 13.000 rpm). Auf diese Weise entstand ein
RNA-Pellet. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet durch zweimalige Zugabe
von 1 ml 80% Ethanol in Diethylpyrocarbonat-Wasser (DEPC-H;0O, s. Tab.8 und
Tab. 9), Invertieren, Zentrifugieren (5 Min. bei 4°C und 13.000 rpm) und Verwerfen des
Uberstandes gewaschen. Fiir die Trocknung des RNA-Pellets wurde das Gefil kopfiiber
auf einem Tuch gelagert, um das verbliebene Ethanol zu entfernen. Durch Zugabe von
20 pl gekiihitem DEPC-H,O (s. Tab. 8) und Durchmischung mittels Auf-und
Abpipettieren wurde das RNA-Pellet gelost. Die Lagerung fand anschlieBend bei -80°C
statt.
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DNA-Isolierung

Die DNA wurde mittels Ethanol ausgeféllt und zu einem Pellet verarbeitet. Dafiir wurden
480 pl 100% Ethanol zur unteren und Intermediér-Phase hinzugegeben, invertiert und fiir
2 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Die anschlieBende Zentrifugation (5 Min. bei 4°C
und 5.000 rpm) erwirkte eine Trennung in ein DNA-Pellet und einen Proteine
enthaltenden Uberstand. Der Uberstand wurde fiir die anschlieBende Proteinextraktion in
2 weitere GefdBle iiberfithrt. Durch Zugabe von 1,6 ml 0,1M Natriumcitrat Losung
(in 10% Ethanol) (s. Tab. 9) zum DNA-Pellet, Inkubation fiir 30 Min. mit zeitweiligem
Mischen und anschlieBender Zentrifugation (5 Min. bei 4°C und 5.000 rpm) wurde das
DNA-Pellet gewaschen und der Uberstand verworfen. Dieser Waschschritt wurde
darauthin wiederholt. Das Hinzufiigen von 2 ml 75% Ethanol, anschlieende Inkubation
fir 15 Min. bei Raumtemperatur und erneutes Zentrifugieren (5 Min. bei 4°C und
5.000 rpm) vervollstdndigten den Waschschritt. Um die DNA zu 16sen, wurde der
Uberstand abpipettiert, das Pellet 10 Min. an der Luft getrocknet und anschlieBend in
400 ml 8 mM Natriumhydroxid (NaOH) (s. Tab. 9) gelost. Die endgiiltige Lagerung
erfolgte auch hier bei -80°C.

Proteinextraktion

Zur Proteinextraktion wurde der, in der DNA-Isolierung entstandene Uberstand mit den
gelosten Proteinen verwendet. Hierfiir wurden 2,4 ml Isopropanol zur Proteinfallung
zugefiihrt (1,2 ml pro Geféal3), durchmischt und 10 Min. bei Raumtemperatur inkubiert.
Durch Zentrifugation (10 Min. bei 4°C und 13.000 rpm) entstanden Proteinpellets,
welche nach Verwerfen des Uberstandes 3 Mal mit je
3,2 ml 0,3 M Guanidinhydrochlorid Losung (in 95% Ethanol, 1,6 ml pro Gefal,
s. Tab. 8) fiir 20 Min. bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend zentrifugiert
(5 Min. bei 4°C und 10.000 rpm) wurden. Nach Verwerfen des Uberstandes, Zugabe von
1,6 ml (800 ul pro Gefdl) 100% Ethanol, Zentrifugation (5 Min. bei 4°C und
10.000 rpm) und erneutem Verwerfen des Uberstandes wurden die Pellets einer
Probe zusammengefiihrt, zerkleinert und im Heizblock
(40°C fiir 15-20 Min.) getrocknet. Gelost wurden die Proteinpellets unter
Verwendung eines Proteaseinhibitorcocktails (1:1,000, s. Tab. 8) sowie

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, 1:100, s. Tab. 8) in 800 ul 1% Sodium Dodecyl
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Sulfate (SDS, s. Tab. 8 und Tab. 9, in Aqua dest.), wihrend sie bei 40°C geschiittelt und
zwischendurch beschallt wurden. Bei Sedimentbildung erfolgte eine Zentrifugation zur

Aufreinigung des Protein-Uberstandes. Die Langzeitlagerung der Proteinlysate fand bei

-80 °C statt.

3.6.2 Quantitative Proteinkonzentrationsbestimmung

Die quantitative Proteinkonzentrationsbestimmung wurde mit dem Verfahren nach
Lowry (Lowry et al., 1951) durchgefiihrt. Grundlage ist hier die Bildung eines farbigen
Komplexes, der sich photometrisch quantifizieren ldsst. Dieses Verfahren basiert auf zwei
aufeinanderfolgenden Reaktionen:
a) Bei der Biuretreaktion gehen zweiwertige Kupferionen in alkalischer Lésung
einen blauvioletten, quadratisch planaren Komplex mit Peptidbindungen ein.
b) Diese Kupferionen werden anschlieBend reduziert (Cu2+ zu Cu+). Die
einwertigen Kupferionen reduzieren das gelbe Folin-Ciocalteu-Phenol-Reagenz
und es entsteht Molybdédnblau. Seitenketten bestimmter Aminosduren

begiinstigen diesen Reduktionsprozess.

Durch diese zweite Farbreaktion ist die Methode sehr sensitiv. Es liegt eine Korrelation
zwischen Proteinmenge und Farbintensitit vor, weshalb die Proteinkonzentration
photometrisch  bestimmt  werden kann. Grundlage  hierfiir bildet das
Lambert-Beersche-Gesetz.

Fir die quantitative Proteinkonzentrationsbestimmung nach Lowry wurden die
Proteinproben des Neokortex in 1 % SDS verdiinnt (1 zu 10 und 1 zu 20).

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte als Triplikat fiir jede Verdiinnungsstufe,
sodass fiir jedes Protein 6 Messungen erfolgten. Je 5 pul der verdiinnten Proteinproben
wurden in die Vertiefungen (Wells) der Microtiterplatte (96 well-Platte
(Nunc), s. Tab. 10) pipettiert. Mit Hilfe eines Proteinstandards, in diesem Falle Rinder-
Serum-Albumin-Verdiinnungen (bovines-Serum-Albumin, BSA, s. Tab. 8) wurde eine
Verdiinnungsreihe zum Erstellen einer FEichkurve angefertigt. Mit je 5 pul der
verschiedenen Verdiinnungsstufen wurden weitere Wells beladen. Die Negativkontrolle
erfolgte mit 1% SDS. Die Messung des Proteinstandards sowie der Negativkontrolle

erfolgten ebenfalls als Triplikatmessungen. Im nédchsten Schritt wurde die
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komplexbildende Ldsung hergestellt. Hierfiir wurde zundchst Reagenz A" durch
Mischung der beiden Reagenzien S (SDS in wissriger Losung) und A (alkalische
Kupfer-Tartrat-Losung auf NaOH-Basis) (s. Tab. 3) erzeugt. Je 25 ul des Reagenz A’
sowie jeweils 200 ul des Reagenz B (Folin-Reagenz) (s. Tab. 3) wurden allen beladenen
Wells zugefiigt und diese, nach vorsichtigem Durchmischen, fiir 15 Min. inkubiert. Die
Messung der Proteinkonzentration erfolgte bei einer Wellenldnge von 750 nm mittels

Photometer (Multiskan FC, Thermofisher Scientific, s. Tab 10).

Tabelle 3: Gebrauchsfertige Losungen/Kits Lowry

Gebrauchsfertige Losungen/ Kits Zusammensetzung, Hersteller

DC Protein Assay Kit II 5000112 Bio-Rad, Miinchen, BRD

Reagenz A (Lowry) 5000113 Protein Assay Reagent A, Bio Rad,
Miinchen

Reagenz B (Lowry) 5000114 Protein Assay Reagent B, Bio Rad,
Miinchen

Reagenz S (Lowry) 5000115 Protein Assay Reagent S, Bio Rad,
Miinchen

3.6.3 Fluoreszenz-Gelelektrophorese

Anhand der, in der Lowry ermittelten Proteinkonzentrationen, wurden die
Proteinauftragsmengen flir den Western Blot errechnet. Zur Sicherung gleicher
Protein-Auftragsmengen im Western Blot wird eine Ladekontrolle bendtigt, welche zur
Normierung der Proteinexpressionslevel in den verschiedenen Proben dient. Diese
Ladekontrolle wurde mittels Fluoreszenz-Gelelektrophorese durchgefiihrt.

Hierfiir wurden Polyacrylamidgele (TGX stain free gels, s. Tab. 4 und Tab. 8) gegossen
und anschlieBend erfolgte eine elektrophoretische Auftrennung der Proteine
(s. Arbeitsschritt 3.7). Nach Schwenken der Gele im 1x SDS-Laufpuffer (s. Tab. 8)
wurden  diese  durch  5-miniitige = Anregung mit  UV-Licht  mittels
ChemiDoc™ XRS+ System (s. Tab. 10) aktiviert, indem Trihaloverbindungen im Gel
mit Tryptophanen in den Proteinen reagierten. Durch die Einstellung
,»UV-Transillumination®, konnte das Bandenmuster, dessen Intensitdt proportional zum
Tryptophananteil der Proteine ist, sichtbar gemacht werden. Mit Hilfe des Programms
Image Lab 2.0 (s. Tab. 10), wurde das Bandenmuster in Zahlenwerte umgewandelt und
die Gesamtproteinmenge errechnet. Alle Proben wurden hintergrundkorrigiert (Local

Subtraction Method). Eine homogene Intensitit der Banden bei Messung der
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verschiedenen Proteinproben bestdtigte gleiche Proteinkonzentrationen im Auftrag, was
die Grundlage fiir die Verwendung im Western Blot ist. Fiir jede Probe wurde mindestens
eine Duplikat-Bestimmung durchgefiihrt. Wichen die Duplikate um mehr als 10%

voneinander ab, erfolgte eine dritte Messung.

Tabelle 4: Gebrauchsfertige Losungen/Kits Fluoreszenzgel

Gebrauchsfertige Losungen/ Kits Zusammensetzung, Hersteller
TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Kit, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA,161-
10% 0183gt, Bio-Rad

3.6.4 Immunoblot (Western Blot)

Ein Hauptbestandteil meiner experimentellen Dissertation umfasste den quantitativen
Nachweis von Ap-Transportproteinen der Blut-Hirn-Schranke der neurovaskulidren
Einheit. Hierfiir wurde mittels Immunoblot (Western Blot) eine Quantifizierung der
Proteine MDR1, LRP1 und RAGE (Sweeney et al., 2019) im Neokortex vorgenommen.
Der Western Blot setzt sich aus der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine nach
MolekulargroBe sowie anschlieBender Ubertragung des Bandenmusters auf eine
Nitrozellulosemembran zusammen (Blotting). Auf dieser Membran erfolgt die Detektion
des  gewiinschten  Proteins  mittels  spezifischer = Primérantikérper  und
Meerrettichperoxidase gekoppelter Sekundirantikorper, welche das im Anschluss
zugegebene Substrat, Luminol, zu einem chemilumineszierenden Produkt umsetzen. Die
Kamera des ChemiDoc™ XRS+ Systems (s. Tab. 10) detektiert und quantifiziert die
lumineszierenden Signale. Die Sensitivitit der Methode wird durch den indirekten
Proteinnachweis mittels Sekundérantikorper (mehrere Sekundirantikdrper konnen einen
Primédrantikdrper binden) sowie dessen Enzymkopplung (ein Enzym setzt mehrere

Reagenzmolekiile um) erhoht, wodurch eine deutliche Signalverstarkung entsteht.

3.6.4.1 Probenvorbereitung und Herstellung der Polyacrylamidgele

Die Vorbereitung des Western Blots umfasste die addquate Préparation der Proben sowie
das GieBen der Polyacrylamidgele.

Die zuvor extrahierten Proteine wurden aus der bei -80°C stattfindenden Lagerung

kurzzeitig herausgeholt und bei 40°C im Eppendorf ThermoMixer® compact (s. Tab. 10)
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aufgetaut. Die aufgetauten Proteinproben wurden mit SDS-Standard Lysispuffer sowie
5x B-Mercaptoethanol-SDS-Auftragspuffer (s. Tab. 8) vermischt, sodass sich eine
Proteinmenge von 20 pg in 25 pul Volumen fiir jede Spur ergab. Jede Probe wurde in
einem einzelnen Gefdl vorbereitet. Die beiden zugefiigten Puffer unterstiitzen die
thermische Denaturierung/Reduktion. Das anionische Detergens SDS lagert sich an die
Proteine an und iiberdeckt deren Eigenladung, da es selbst stark negativ geladen ist. Der
5x B-Mercaptoethanol-SDS-Auftragspuffer fungiert als Reduktionsmittel und 1ost die
Disulfidbriicken zwischen Cysteinen zur weiteren Unterstiitzung der Denaturierung auf.
Im Thermomixer wurden die Proben bei 95°C denaturiert (fiir 5 Min.), im Anschluss
daran 5 Min. gekiihlt und abschlieBend (5 Min., 2.000 rpm) zentrifugiert.

Dariiber hinaus mussten die SDS-Polyacrylamidgele gegossen werden. Diese setzten sich
aus einem unten lokalisierten Trenngel zur elektrophoretischen Auftrennung
(10% Acrylamid) und einem oben aufliegenden Sammelgel (4% Acrylamid) zur
Fokussierung der Proteine zusammen. Die jeweiligen Ingredienzien (s. Tab. 8) wurden
unter Rithren zusammen pipettiert und anschlieBend zwischen bereitstehende Glasplatten
gegossen. Um bei den Trenngelen einen ebenen Oberflichenspiegel zu erhalten, wurde
Isopropanol auf die noch fliissige Gelmasse gegeben. Nach 25-miniitiger Aushdrtung
unter dem Abzug wurde das Isopropanol wieder entfernt und die Glasplatten bis zum
Rand mit Sammelgel befiillt. Zur spateren Beladung mit den angesetzten Proben wurden
Kidmme mit 10 Vertiefungen in das Sammelgel gedriickt und die Gele 25 Min.

ausgehartet.

3.6.4.2 Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte mittels Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Elektrophorese (SDS PAGE nach Laemmli). Hierfiir wurden die
Polyacrylamidgele nach einem festgelegten Pipettierschema mittels Hamilton-Pipette
beladen (20 pg Protein pro Vertiefung). Zur spéteren Orientierung diente der Auftrag
eines Proteinmarkers (Color Prestained Protein Standard, s. Tab. 9). Dabei handelt es
sich um eine Mischung gereinigter, an einen Farbstoff gekoppelter Proteine definierter
GroBe, welche sich wihrend einer Elektrophorese in 12 Banden auftrennen. Anhand
dieser Banden kann der Elektrophorese-Fortschritt, der Blotting-Erfolg sowie das

ungefdhre Molekulargewicht von Proteinen ermittelt bzw. liberwacht werden. Als

38



Tiere, Material und Methoden Dissertation, Luisa-Maria Scholz

Laufmedium fiir die Elektrophorese diente 1x SDS-Laufpuffer (s. Tab. 8). Die
Elektrophorese fand im Mini-PROTEAN® Tetra System (s. Tab. 10) bei konstant
120 Volt statt und umfasste einen zeitlichen Rahmen von 1-2 Stunden (abhéngig vom
Molekulargewicht der zu detektierenden Proteine). Zur orientierenden Abschétzung der

Lokalisation ~ der  Protein-Lauffront  diente = das = Bromphenolblau  im

5x B-Mercaptoethanol-SDS-Auftragspuffer (s. Tab. 8).

3.6.4.3 Blotting

Im Anschluss an die Elektrophorese wurden die Gele aus ihren Glasrahmen gel6st und
fiir 10 Min. im gekiihlten 1x Blotpuffer bei Raumtemperatur dquilibriert (s. Tab. 8).
Parallel dazu wurden auch die weiteren, fiir das Blotting notwendigen Utensilien
(Nitrozellulosemembranen, Filter und Schwdmme) in 1x Blotpuffer dquilibriert. Das
Blotting fand nach dem Tank-Blot-Verfahren nach Towbin statt, bei dem die
aufgetrennten, negativ geladenen Proteine aus dem Polyacrylamidgel, entlang eines
senkrecht verlaufenden elektrischen Feldes, auf die Nitrozellulosemembran iibertragen
werden. Hierfiir wurde die Nitrozellulosemembran auf das Polyacrylamidgel aufgebracht
und von Filtern und Schwdammen in festgelegter Anordnung umgeben, sodass sich die
Membran zwischen dem Polyacrylamidgel und der positiv geladenen Elektrode befand.
Das Blotting fand bei konstanten 0,25 Ampere fiir 1 Stunde und 10 Min. bei 4°C und
unter kontinuierlicher Puffer-Zirkulation statt. Die Kontrolle des Proteintransfers auf die
Membran erfolgte, nach einem Waschgang von 5 Min. mit 1x Tris-buffered saline
with Tween20 (TST, s. Tab. 8), durch eine Farbung mit Ponceau S (s. Tab.9). Der
Farbstoff bindet reversibel an Proteine und ermoglicht dadurch die Lokalisation der
iibertragenen Proteinbanden. Im Anschluss daran wurde die Membran mit 1x TST

entfarbt.

3.6.4.4 Proteindetektion durch spezifische Antikorper

Die proteinbeladenen Membranen aus dem Blotting wurden zum gleichzeitigen
Nachweis mehrerer Proteine zurechtgeschnitten. Zur Orientierung dienten die Banden des
Proteinmarkers, entlang derer mittels Skalpell die Membranen waagerecht getrennt

wurden (in ausreichendem Abstand zu der jeweils nachzuweisenden Proteinbande).
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Um unspezifische AK-Bindungen zu vermeiden, erfuhren die zurechtgeschnittenen
Nitrozellulosemembranen  eine  Blockierung  durch  die  Inkubation  mit
5% Magermilchpulver (MMP) in 1x TST-Losung (s. Tab. 8). Die im Magermilchpulver
enthaltenen Milchproteine lagern sich dabei an die Oberfliche der Membran an und
sattigen damit freie Bindungsstellen ab, an denen der AK unspezifisch binden kdnnte.
Dies wird durch Tenside des TSTs noch unterstiitzt. So werden Hintergrundsignale
reduziert. Fiir LRP1 und RAGE betrug die Blockierungszeit 30 Min., fiir die
Visualisierung von MDR1 wurden die Membranen 45 Min. lang blockiert.

Die Proteindetektion beruht auf einer doppelten AK-Bindungsreaktion. Ein
Primérantikdrper bindet an das gesuchte Antigen, in diesem Falle MDR1, LRP1 oder
RAGE. Der Zweitantikorper ist gegen die Tierspezies, in der der Primirantikorper
generiert wurde, gerichtet und mit einem Enzym gekoppelt, hier Meerrettichperoxidase
(HRP). Die doppelte AK-Reaktion wird zur Verstirkung des Signals genutzt, da so
mehrere Sekunddrantikdrper einen Primérantikdrper binden konnen. Die an den
Sekundérantikorper gekoppelte Meerrettichperoxidase reduziert ein hinzugegebenes
Peroxid-Reagenz proportional zur gebundenen Peroxidase-Menge. Das Peroxid-Reagenz
fungiert als Oxidationsmittel fiir Luminol, bei dessen Oxidation blduliches Licht
(Chemilumineszenz) entsteht, welches mit einer Kamera detektiert werden kann.

Nach erfolgter Blockierung fand die Inkubation mit dem Primérantikorper in
ausgetesteter Verdiinnung, gelost im Blockierungsmedium (s. Tab. 5), bei 4°C auf einem
Schiittler iiber Nacht statt. Am darauffolgenden Tag wurde die Primérantikorper-Losung
abgegossen und verbleibende Reste durch zweifaches Waschen mit 1x TST fiir jeweils
10 Min. entfernt. Es folgte eine neuerliche Blockierung mit 5% MMP-1x TST und daran
anschliefend die Inkubation mit dem Sekundirantikorper (s. Tab. 6) fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur, ebenfalls gelést im  Blockierungsmedium. Abgieen der
Antikorper-Milch-Mischung und 3 Waschgédnge mit 1x TST fiir je 10 Min. entfernten
liberschiissige Reste des Sekundérantikorpers und die Membranen waren bereit
zur  Proteinvisualisierung mittels Luminol. Diese fand mit Hilfe des
ChemiDoc™ XRS+ Systems statt. Dafiir wurden je 1ml der beiden FEnhanced
Chemiluminescenc-Losungen (ECL-Losung) (s. Tab. 7), bestehend aus Luminol und
Peroxid-Reagenz, vermischt und die Membranen fiir eine Minute damit benetzt. Fiir die

Quantifizierung von MDR1 und RAGE war die Standardldsung ausreichend, doch die
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Bildgenerierung von LRP1 benétigte den Einsatz einer hochsensitiven ECL-Variante
(s. Tab. 7). Das, durch die Luminoloxidation entstandene, blduliche Licht
(Chemilumineszenz) konnte mit der Kamera des ChemiDoc™ XRS+ Systems und
dem Programm Quantity One (s. Tab. 10) erfasst werden. Die Bildeinstellungen, wie
Zoom, Belichtungszeit und Bildanzahl, wurden {iber die Software Quantity One reguliert.
Pro Western Blot wurden 8 Proteinproben (je eine Probe pro Gruppe) gleichzeitig

untersucht.

Tabelle 5: Primérantikdrper Western Blot

Bezeichnung Verdiinnung Artikelnummer, Hersteller
Anti-MDR1 (Rabbit) 1:1.000 TA319318, Acris

Anti-RAGE (Rat) 1:750 MABI11795, R&D Systems
Anti-LRP1 (Mouse) 1:500 438192, Calbiochem

Tabelle 6: Sekundirantikorper Western Blot

Bezeichnung Verdiinnung Artikelnummer, Hersteller
Anti-Rabbit-HRP (MDR1) 1:5.000 111-035-003

Jackson Immuno Research
Anti-Rat-HRP (RAGE) 1:15.000 A9037 Sigma-Aldrich
Anti-Mouse-HRP (LRP1) 1:10.000 A3682 Sigma-Aldrich

Tabelle 7: Gebrauchsfertige Losungen/Kits

Gebrauchsfertige Losungen/ Kits Zusammensetzung, Hersteller
Amersham™ ECL Select™ Western Blotting GE Healthcare Life Sciences UK Limited Little
Detection Reagent Chalfont, Buckinghamshire UK, RPN2235
(Hochsensitives ECL)
Millipore Immobilon® Western Millipore Corporation, Billerica, MA 01821
Chemiluminescent HRP Substrate USA,
(Normales ECL) Merck KGaA, Darmstadt

WBKLS0500

3.6.4.5 Densitometrische Quantifizierung der Western Blot-Bandenprodukte

Die, mittels Kamera des ChemiDoc™ XRS+ Systems erstellten Bilder, zeigten das
Bandenmuster des jeweiligen Proteins. Zur Uberfiihrung in Zahlenwerte bedurfte es der
Software Image Lab 2.0, welche die Signalintensitit der Bandenmuster densitometrisch
erfasste und quantifizierte. Auch hier erfolgte eine Hintergrundkorrektur der Signale. Die
so gewonnenen Werte wurden gegen die zuvor ermittelten Gesamtproteinmengen aus der

Fluoreszenzgel-Analyse normiert.
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Alle Proben wurden im Duplikat gemessen. Bei einer Divergenz der Duplikate von iiber

10% erfolgte die Anfertigung eines Triplikats.

Tabelle 8: Losungen und Puffer

Losung und Puffer

Hersteller

0,3M Guanidinhydrochlorid-95%-Ethanol-
Losung

Fir 500 ml Ansatz:
14,33 g Guanidin-HCI
25 ml DEPC-H,0O
475 ml Ethanol 100%

0,5M EDTA pH 8,0

Fiir 1 L Ansatz:

186,1 g EDTA in 800 ml Aqua dest. 16sen
mit NaOH-Losung auf pH 8,0 einstellen
mit Aqua dest. auf 1 L auffiillen

1% SDS-Lésung

Fiir 1% SDS:
1g SDS in 100ml Aqua dest. 16sen

10 x SDS — Laufpuffer
Lagerung bei 4°C

Ansatz fiir 11:

144g Glycin

39¢g Tris

19g SDS

auf 11 mit Aqua dest. auffiillen

10% APS

Fiir 50 ml Ansatz:
5 g Ammoniumperoxodisulfat
mit Aqua dest. auf 50 ml auffiillen

100 mM EGTA

Fiir 100 ml Ansatz:
3,8035 g EGTA
mit Aqua dest. auf 100 ml auffiillen

10x TST-Puffer

Ansatz fur 11:

Lagerung bei 4°C 100 ml 1M Tris/ HCL, pH 7,6

300 ml 5M NaCl (Natriumchlorid)

5 mg=5 ml Tween 20

Mit Aqua dest. Auf 11 auffiillen
5% Magermilchlosung 5% Magermilchpulver (w/v) in 1x TST
Lagerung bei 4°C 50 g MMP

ad 1x TST 1000 ml
(Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO,
USA)

5x B-Mercaptoethanol-SDS-Auftragspuffer
Lagerung lichtgeschiitzt

1 ml/ 0,5 M Tris/HCI, pH 6.8

0,8 ml Glycerol

1,6 ml 10% SDS

0,4 ml B-Mercaptoethanol

0,4 ml Bromphenolblau (1% Stock)
4 ml Aqua Dest

Blotpuffer

Ansatz fiir 11:

14,4 g Glycin

3,03 g Tris

200 ml Methanol

Mit Aqua dest. Auf 1 1 auffiillen

BSA Proteinstandard

5000007 Protein Standard II, Bio Rad, Miinchen

DEPC-H;O

500 ul DEPC
in 500 ml Aqua dest. verriihren

Fluoreszenz-Sammelgel 4%

1 ml FastCast™ Stacker A, 10%

1 ml TGX Stain-Free™ FastCast™ Stacker B
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15 ul 10% APS
3 ul TEMED

Fluoreszenz-Trenngel 10%

3 ml FastCast™ Resolver A, 10%

3 ml TGX Stain-Free™ FastCast™ Resolver B
45 ul 10% APS

4,5 ul TEMED

Lower Tris pH 8,8

Fiir 500 ml Ansatz:

90,855 g Tris

2 g SDS

pH 8,8 mit HCI 37%. einstellen
mit Aqua dest. auf 1 L auffiillen

Pepsin (from porcine gastric mucosa)

Sigma Aldrich
P6887-1G

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

P7626, Sigma-Aldrich

Ponceau S (0,5% Stock)

Ansatz fiir 100 ml:
0,5 g Ponceau S

1 ml Eisessig

98,5 ml A. dest

Proteaseinhibitorcocktail

P8340, Sigma-Aldrich

Protein Extraktionspuffer

50 mmol/l Tris-HC1

pH 8.0

150 mmol/l NaCl

5 mmol/l EDTA

10 ml/1 NP-40

0.5% Proteinaseinhibitor
Sigma #P8340

SDS-Polyacrylamid-Sammelgel 4%

415 pl Acrylamid/Bisacrylamid

625 pl Upper Tris= (60,56Tris/ 0,5M, 4g SDS/
0,4%, ad 1000 ml A. dest,, pH 6,8 mit HC1
einstellen, Lagerung bei 4°C)

1460 pl Aqua dest.

20 pl APS (10%)

5 pl Temed

SDS-Polyacrylamid-Trenngel 10%

2330 pl Acrylamid

1750 ul Lower Tris= (181,71g Tris/ 1,5 M, 4 g
SDS/ 0,4%, ad 1000 ml A. dest, pH 8,8 mit HCI,
Lagerung bei 4°C)

2920 pl Aqua dest.

50 ul APS (10%)

10 pl Temed

Standard-Lysispuffer

10 mM Tris/HCL, pH 8,0

150 mM NaCl

2% IGEPAL

1% Natriumdesoxycholat

1 mM EDTA

1 mM Ethylenglycol-bis (aminoethylether)-N,N'-
Tetraessigsdure (EGTA)

Upper Tris pH 6,8

Fiir 500 ml Ansatz:

30,28 g Tris

2 g SDS

pH 6,8 mit HCI 37% einstellen

mit Aqua dest. auf 500 ml auffiillen

Xylol

Formafix, Diisseldorf
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Tabelle 9: Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

20x IHC-Waschpuffer

DCS Innovative Diagnostik-Systeme, Hamburg
WL583C2500 DCS

2-Mercaptoethanol

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Ammoniumperoxodisulfat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Antikorper Diluent

Zytomed Systems, ZUC025-500

Aqua B. Braun (destilliertes Wasser)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Bromphenolblau Na-Salz

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Color Prestained Protein Standard, Broad Range
(11-245 kDa)

New England Biolabs GmbH,
Frankfurt am Main
P77128

Cytoseal XYL, (resin-based mounting medium)

Thermo Scientific, USA, 8321-4

Dako REAL™ EnVision™ Detection System,
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse

Dako Denmark A/S, Glostrup, Ddnemark
DAKO
REF: K5007

Dako REAL™ Peroxidase-Blocking Solution

Dako Denmark A/S, Glostrup, Ddnemark
REF: S2023

DEPC Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
EGTA Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

Ethanol 100 %

Honeywell International Inc.; Morristown, USA

(30 % Acrylamidstammldsung mit 0,8 %
Bisacrylamid im Verhiltnis 37, 5:1)

Glycerol zur Analyse Merck KGaA, Darmstadt

Glycin PUFFERAN® Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Guanidin Hydrochlorid Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
IGEPAL® CA-630 Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Isopropanol Merck KGaA, Darmstadt

Methanol, J.T.Baker® Avantor, Radnor, USA
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Natriumdesoxycholat, BioXtra Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Ponceau S Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
RNaseZap® Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Roti®-C/1 (Chloroform) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Rotiphorese® Gel 30 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Salzsdure 2mol/L-2N Lésung ROTIPURAN®

Art.-Nr. T134.1
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

SDS, ultra pure

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Skim Milk Powder (MMP) Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Natriumhydroxid (Sodium hydroxide solution) Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

(10 M NaOH in H,0)

TEMED Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 3580.3
TRIS PUFFERAN® Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

TRIzol™ Reagent, Invitrogen™

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA,
15596-018

Tween® 20

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
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3.7 Statistik

Die gesammelten Daten wurden im Anschluss statistisch aufbereitet.

Die Priifung der Normalverteilung fand mittels Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest,
der Anfertigung eines Q-Q-Plots (Quantil-Quantil-Diagramm) sowie eines Histogramms
statt. Der Levene-Test wurde durchgefiihrt, um die Varianzhomogenitét zu liberpriifen.
Asymmetrisch verteilte Daten (RAGE), wurden logarithmisch in eine symmetrische
Verteilung transformatiert (mittels Logarithmus naturalis: RAGE LN). Der Einfluss des
Geschlechts wurde mittels Varianzanalyse (Analysis of Variance, ANOVA),
(Zwischensubjektfaktoren: weiblich; ménnlich) getestet. Bei fehlendem Einfluss durch
das Geschlecht wurden die Daten von weiblichen und ménnlichen Tieren des gleichen
Genotyps zusammengefasst (Geschlechts gepoolt) und gemeinsam fiir die weitere
Statistik verwendet (gilt fiir: zerebrale Gefa3dichte, MDR1). Ein Mehrgruppenvergleich
normalverteilter Daten mit den Zwischensubjektfaktoren transgen (hAPP+/—; hAPP—/—),
mKIk8-Genotyp (mKIk8+/+; mKIlk8+/—) und Geschlecht (weiblich; ménnlich, nur bei
Einfluss des Geschlechts) wurde mittels Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt von einem
LSD-post-hoc-Test durchgefiihrt (GefaBBdichte im Hippokampus, MDR1 und RAGE).
Bei nicht normalverteilten Daten oder Daten ohne Varianzhomogenitét erfolgte der
Mehrgruppenvergleich mittels Kruskal-Wallis-Test und anschliefendem
Mann-Whitney-U-Tests (LRP1). Es wurde ein Signifikanzlevel (a) von p <0,05
festgelegt.

Die Statistik wurde mit Hilfe von SPSS 22 (s. Tab. 10) durchgefiihrt.

Die im weiteren Verlauf der Arbeit aufgefiihrten Werte sind Angaben der Mittelwerte mit
Standardfehler des Stichprobenmittelwertes (Standard Error of the Mean, SEM).

Tabelle 10: Gerdte und Programme

Geriit und Programme Hersteller

96 well-Platte und Microplate Photometer NuncTM MicroWellTM 96-Well Platte,
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

Autostainer plus (DAKO) Agilent Technologies

ChemiDoc™ XRS+ System Bio-Rad, Miinchen Laboratories Inc., Hercules,
USA

Eppendorf Research®, Eppendorf AG, Hamburg

Pipette 2,5 ul, 10 pl, 100 pl, 1000 pl

Eppendorf ThermoMixer® compact Eppendorf AG, Hamburg

Farbdigitalkamera, 3/4" chip, 36-bit color, DV-20 MicroBrightField Bioscience, Williston, USA

Hamilton Pipette, 50 pl, Model 705 RN Hamilton Company, Reno, USA
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Heraeus™ Pico™ 17 Mikrozentrifuge

Thermo Scientific™, Waltham, MA USA

Image Lab 2.0

Bio Rad, Miinchen

Magnetriihrer, lab disc

VWR International GmbH, Darmstadt

MaxQ 2000 Open-Air Platform Shaker

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Mikro-Dismembrator S

(85030-522-30) (Sartorius AG, Gottingen

Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis
Cell

Bio Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

Nikon Eclipse 80i Mikroskop

Nikon Corporation, Tokyo, Japan

Photometer Multiskan FC

Thermofisher Scientific, Typ 357, REF:
51119000

PowerPac™ HC High-Current Power Supply

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, California,
USA

Préizisionswaage, Sartorius Talent

Sartorius AG, Gottingen

Protran Nitrocellulose Membrane Filters

Whatman, Porengréfie 0,2 um, VWR
International GmbH Darmstadt

Quantity One 1-D Analysis Software

Bio Rad, Laboratories Inc., Hercules, USA

SPSS 22 software

IBM

Stereo Investigator® 11 Software

MicroBriedField

Vortex-Genie 2 Mixer

Scientific Industries, Inc., New York, USA

3.8 Versuchsgenehmigung

Fiir dieses Forschungsprojekt liegt eine Genehmigung seitens des LANUV NRW vor.
Das LANUV NRW bewilligte die Zucht, Dekapitation und Gehirnexzision
(AZ 84-02.04.2014.A488). Alle Experimente wurden nach den EU-Richtlinien
2010/63/EU fiir Tierexperimente durchgefiihrt und folgten den ARRIVE Vorgaben.
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4 ERGEBNISSE

Fir diese Arbeit wurde der Effekt eines mKIkS8-Knockdowns auf die neurovaskuldre
Einheit im Rahmen der AD-Pathologie (genauer: AD-dhnliche Pathologie) im transgenen
Mausmodell untersucht. Die Ergebnisse dieser Arbeit sind Bestandteil eines
umfangreichen Projekts des Instituts flir Neuropathologie des Universitatsklinikums
Essen zu Effekten des mK/kS8-Knockdowns auf die AD-Pathologie und wurden in diesem

Rahmen bereits verdffentlicht.

4.1 Auswirkung des mKIlk8-Knockdowns auf die zerebrale Gefifidichte

Untersucht wurde die Auswirkung eines mKIk8-Knockdowns auf die zerebrale
Gefiafidichte mittels stereologischer Quantifizierung Laminin gefarbter Blutgefifle in
Hippokampus, Neokortex und den Basalganglien. Die Fiarbung gegen Laminin stellt die
Basalmembranen der Gefdfle dar, welche zu einem groBen Anteil aus Laminin und

weiteren Proteinen, wie Kollagen oder Proteoglykan, bestehen (Thomsen et al., 2017).

4.1.1 Der mKIik8-Knockdown erhoht die Gefif3dichte im Hippokampus transgener

weiblicher und mannlicher Miuse

Die zerebralen Gefifle sind ein wichtiger Pfeiler in der AB-Eliminierung bei der AD
(Sweeney et al., 2019). Vorherige Arbeiten zeigten eine Schadigung sowie Reduktion der
zerebralen Gefdlldichte im Rahmen der AD (Sweeney et al., 2018b). Kurzzeitige,
AK-vermittelte KLK8-Blockade fiihrte zu einer Erhohung der GefaB3dichte in gesunden
(nicht-transgenen) Miusen (Herring et al., 2016).

Mit dieser Arbeit sollten langfristige Effekte einer KLKS8-Reduktion mittels mKI/kS-
Knockdown auf die Gefdldichte AD-erkrankter (transgener) sowie gesunder (nicht-
transgener) Mause bei Mannchen und Weibchen ermittelt werden.

Ubereinstimmend  mit  bestehenden  Erkenntnissen (Kent et al., 2020;
Sweeney et al., 2019) konnte durch stereologische Auswertung Laminin geférbter
Hirnschnitte gezeigt werden, dass sich die AD (AD-dhnliche Pathologie) negativ auf die

Gefafidichte (im murinen Hippokampus) auswirkt. Transgene Méuse zeigten demnach
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eine signifikante Reduktion der GefaBdichte im Hippokampus im Vergleich zu den
nicht-transgenen Tieren (P=0,000044, ca. -13%) (s. Abbildung 1A+B).

Die Reduktion der pathologisch erhohten KLK8-Spiegel im Rahmen der AD-dhnlichen
Pathologie verbesserte die zerebrale GefaB3dichte. Dies zeigte sich anhand einer Erh6hung
der Gefilldichte im Hippokampus transgener Méiuse mit mKIlk§-Knockdown, im
Vergleich zu transgenen Tieren ohne mKIkS8-Knockdown (P=0,0040, ca. +9%), auf das
Niveau wildtypischer Tiere (s. Abbildung 1A+B).

Auf die hippokampale Gefa3dichte gesunder Miuse hatte ein mKIk8-Knockdown keinen
Einfluss (P>0,1) (s. Abbildung 1A+B).

Geschlechtsunterschiede konnten fiir die Gefaf3dichte nicht gezeigt werden (P>0,05),

weshalb die Angaben Geschlechts gepoolt dargestellt wurden.
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Abbildung 1 Erhohung der GefaBdichte im Hippokampus durch den mKIlk8-Knockdown in transgenen Méiusen.
(A) Reprisentative Aufnahmen Laminin gefarbter Gefédfle im Hippokampus. Lichtmikroskopische Bilder mit einer
100-fachen VergroBerung. Eichbalken 100 pm. (B) Quantitative Darstellung der Laminin gefarbten Blutgefdfle im
Hippokampus als Séiulendiagramm (Mittelwert + SEM). Einheit: Gefdverzweigungen pro Quadratmillimeter
(n/mm?2). Transgene Méiuse mit normaler mKI/k8-Expression (hAPP+/-; mKIlk8+/+, schwarze Farbgebung,
phénotypisch KLK8-Exzess in transgenen Méausen) zeigten eine reduzierte hippokampale Gefdfidichte im Vergleich zu
nicht-transgenen Tieren (hAPP-/-; mKIlk8+/+, schwarz). Der mKIlk8-Knockdown erhohte die Gefdfdichte im
Hippokampus dieser transgenen Méuse (h4APP+/-; mKik8+/-, weiBl). Die Statistik erfolgte mittels ANOVA und
LSD-post-hoc-Test. Angabe der Signifikanzen durch p-Werte. P-Wert in grau: Transgeneffekt; Vergleich transgener
Mause (hAPP+/-) mit nicht-transgenen Méausen (hAPP-/-). P-Wert in schwarz: Knockdown-Effekt; Vergleich von
Mausen ohne mKIk8-Knockdown (mKIk8+/+) mit Mausen mit mKIk8-Knockdown (mKIk8+/-). Gruppengrofen:
transgen: hAPP+/—; mKIk8+/+: n=24; hAPP+/—; mKIk8+/—: n=23; nicht-transgen: h4APP—/—; mKIlk8+/+: n=23;

hAPP—/—; mKlk§+/—: n=24.
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4.1.2 Der mKIk8-Knockdown zeigt keinen Einfluss auf die Gefifidichte in

Neokortex und Basalganglien transgener weiblicher und ménnlicher Miuse

Eine zeitlich begrenzte, AntikOrper-vermittelte zerebrale KLKS8-Inhibition zeigte in
vorherigen Arbeiten eine positive Auswirkung auf die Gefdl3dichte in Neokortex und
Basalganglien, zumindest in nicht-transgenen Méusen (Herring et al., 2016).

Dagegen ergab die Analyse der neokortikalen GefaBdichte im Rahmen dieser Arbeit
keine signifikanten Verdnderungen. Weder die AD-&hnliche Pathologie noch der
mKIk8-Knockdown  beeinflussten  die  neokortikale  GefdBdichte  (P>0,1)
(s. Abbildung 2A).

Auch in den Basalganglien zeigten sich keine signifikanten Effekte des
mKIk8-Knockdowns auf die Gefdlldichte, weder in transgenen noch in nicht-transgenen
Tieren (P>0,1) (s. Abbildung 2B).

Die fehlende Beeinflussung der Gefda3dichte in Neokortex und Basalganglien konnte
darauf zuriickzufiihren sein, dass per se bei den transgenen Tieren in den beiden Arealen
(Neokortex und Basalganglien) keine relevante Beeintrachtigung der Gefa3dichte durch
die AD-dhnliche Pathologie im Vergleich zu nicht-transgenen Tieren auftrat (P>0,1)
(s. Abbildung 2A+B).

Zudem zeigten sich zwischen den Geschlechtern in diesen beiden Arealen keine
nennenswerten Unterschiede in der Gefdf3dichte, weshalb die Daten Geschlechts gepoolt

dargestellt wurden.
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Abbildung 2 Kein Einfluss des mKIk8-Knockdowns auf die Gefaldichte im Neokortex und den Basalganglien.
(A) Quantitative Darstellung der Laminin gefarbten Blutgeféie im Neokortex als Sdulendiagramm (Mittelwert + SEM).
Einheit: Gefdlverzweigungen pro Quadratmillimeter (n/mm2). Weder der mKIk8-Knockdown noch die AD-éhnliche
Pathologie beeinflussen die Gefdfidichte. Dargestellt ist die Gefd3dichte in nicht-transgenen (24 PP-/-) und transgenen
Maéusen (h4PP+/-) bei normaler mKIk8-Expression (mKIk8+/+, schwarz, phanotypisch KLKS8-Exzess in transgenen
Mausen) sowie bei verringerter mKIk8-Expression durch mKIk8-Knockdown (mKIlk8+/-, weiB3). (B) Darstellung der
stereologisch quantifizierten Laminin gefdarbten Blutgefdle in den Basalganglien als Saulendiagramm (Mittelwert +
SEM). Weder der mKIk8-Knockdown noch die AD-dhnliche Pathologie beeinflussen die Gefdfdichte. Die Statistik
erfolgte mittels ANOVA und LSD-post-hoc-Test. Gruppengrofien: transgen: hAPP+/—; mKIk8+/+: n=24; hAPP+/—;
mKIk8+/—: n=23; nicht-transgen: hAPP—/—; mKIlk8+/+: n=23; hAPP—/—; mKIlk8+/—: n=24.
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4.2 Auswirkungen des mKIlk8-Knockdowns auf Transportproteine der

Blut-Hirn-Schranke

Der Effekt des mKIk8-Knockdowns auf die AB-Transportproteine der Blut-Hirn-Schranke
(BHS) wurde mittels Western Blot untersucht. Hierfiir wurden die Proteinlevel der
AB-Effluxtransporter Multidrug Resistance Protein 1B (MDR1),
Low Density Lipoprotein Receptor-Related Protein 1 (LRPI) und des
AB-Influxtransporters Receptor for Advanced Glycation Endproducts (RAGE) im

Neokortex nachgewiesen.

4.2.1 Der mKIlk8-Knockdown erhoht die Expression des AB-Effluxtransporters
MDRI1 in transgenen Méausen beider Geschlechter

Das, besonders an der luminalen Seite der zerebralen Gefa3e lokalisierte MDRI,
reduziert die zerebrale AB-Last durch einen ATP-abhéngigen AB-Efflux iiber die BHS
(Lam et al., 2001; Sweeney et al., 2019). Die MDRI1-Aktivitdt wird durch die AD-
Pathologie kompromittiert (Sweeney et al., 2019; Vogelgesang et al., 2004), doch mittels
KLK8-AK Gabe kann dieser Reduktion entgegengewirkt werden (Herring et al., 2016).
In Ubereinstimmung mit bestehenden Erkenntnissen (Herring et al., 2016;
Sweeney et al., 2019; Vogelgesang et al., 2004) konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt
werden, dass die AD-dhnliche Pathologie die MDRI1-Spiegel vermindert. So wiesen
transgene Méuse eine signifikante Reduktion der neokortikalen MDR1-Expression auf
(P=0,0001, ca. -26%) (s. Abbildung 3A+B).

Zudem konnte gezeigt werden, dass ein mK/k8-Knockdown der pathologischen Reduktion
der MDRI-Expression (im Neokortex) entgegenwirken kann. Durch den
mKIkS8-Knockdown erhohte sich die Expression des AP-Effluxtransporters MDR1
transgener Méuse (P=0,0037, ca. +26%) auf Werte dhnliche denen der nicht-transgenen
Mause (s. Abbildung 3A+B).
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Gesunde Méuse profitierten nicht von reduzierten KLK8-Spiegeln, sondern hier wurde
die MDR1-Expression beeintrachtigt. Dies zeigte sich in einer signifikanten Reduktion
der neokortikalen MDR 1-Expression durch den mKIk8-Knockdown bei nicht-transgenen
Mausen (P=0,0324, ca. -13%) (s. Abbildung 3A+B).

Auch fiir die MDR 1-Expression zeigten sich keine geschlechtsspezifischen Unterschiede,
weshalb die Daten Geschlechts gepoolten dargestellt wurden.
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Abbildung 3 Der mKIk8-Knockdown erhoht die Expression des AB-Effluxtransporters MDR1 im Neokortex transgener
Miuse. (A) Reprisentative Aufnahmen der MDRI-Expression im Neokortex nach Proteinauftrennung und
Antikoérpermarkierung (Angaben s. Anhang) im Western Blot sowie Darstellung der Gesamtproteinmenge
(Fluoreszenz-Gelelektrophorese). Die Proteinlevel der Western Blots wurden gegen die Gesamtproteinmenge normiert.
Orientierende Angabe der Proteingr6fe in Kilodalton (kDa). (B) Darstellung der relativen Proteinlevel von MDRI1 aus
den Geschlechts gepoolten Analysen der Western Blots als Sédulendiagramm (Mittelwert + SEM). Transgene Méause
mit normaler mKIk8-Expression (hAPP+/-; mKIlk8+/+, schwarze Farbgebung, phénotypisch KLKS8-Exzess in
transgenen Méusen) zeigten eine signifikante Reduktion der MDRI1-Expression, welche durch einen mKIkS-
Knockdown (hAPP+/-; mKIlk8+/-, wei}) auf Werte nicht-transgener Méiuse angehoben werden konnte. Bei
nicht-transgenen Maiusen (h4APP-/-; mKIlk8+/-, wei}) reduzierte der mKIlk8-Knockdown die MDRI-Expression
signifikant. Die Statistik erfolgte mittels ANOVA und LSD-post-hoc-Test. Signifikanzen mittels p-Wert angegeben.
P-Wert in schwarz: Knockdown-Effekt; Vergleich von Mausen ohne mKIk8-Knockdown (mKIk8+/+) mit Médusen mit
mKIk8-Knockdown (mKIlk8+/-). P-Wert in grau: Transgeneffekt; Vergleich transgener Maiuse (hAPP+/-) mit
nicht-transgenen Mausen (hAPP-/-). Einheiten: a.u.= arbitrary units (relative Einheiten). Gruppengrdfen: transgen:
hAPP+/—; mKIk8+/+: n=24; hAPP+/—; mKlk8+/—: n=23; nicht-transgen: hAPP—/—; mKIk8+/+: n=23; hAPP—/—;
mKIk8+/—: n=24.
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4.2.2 Der mKIlk8-Knockdown erhoht die Expression des AB-Effluxtransporters

LRP1 in weiblich-transgenen Miusen

Als Vermittler eines GroBteils der AB-Clearance tiber die BHS (Storck et al., 2016) sowie
durch seine Beteiligung an der Aufrechterhaltung der BHS-Integritét
(Nikolakopoulou et al., 2021) hat LRP1 eine gro3e Bedeutung in der AD-Pathologie. Die
Verstiarkung der pathologischen Prozesse, durch Reduktion der zerebralen LRP1-Level
bei der AD (Shibata et al., 2000), kann mittels einmonatiger KLK8-Blockade und
nachfolgender LRP1-Expressionssteigerung vermindert werden (Herring et al., 2016).
In der vorliegenden Arbeit wurde nun der Effekt einer permanenten KLK8-Reduktion
durch mKIk8-Knockdown auf die neokortikale LRP1-Expression untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass die AD-dhnliche Pathologie in transgenen Weibchen die LRP1-
Expression (im Neokortex) beeintrachtigt. So zeigte die getrenntgeschlechtliche Analyse
signifikant geringere LRP1-Level in transgenen Weibchen ohne mKI/kS8-Knockdown im
Vergleich zu ménnlichen Mausen desselben Genotyps (P=0,000022, ca. -32%)
(s. Abbildung 4A+C).

Dariiber hinaus konnten wir zeigen, dass besonders transgene Weibchen von der KLK8-
Reduktion profitierten. Der mKIk8-Knockdown bewirkte in weiblich-transgenen Méusen
eine signifikante Erhohung der neokortikalen LRP1-Expression (P=0,0007, ca. +26%),
wihrend bei den ménnlichen Méusen keine relevanten Verdnderungen detektierbar waren
(s. Abbildung 4A+C).

Gesunde Maiuse zeigten keinen Effekt durch die reduzierten KLKS8-Spiegel (im
Neokortex). Dies stellte sich in unverdnderten neokortikalen LRP1-Spiegeln bei nicht-
transgene Méuse mit mK/k8-Knockdown dar (s. Abbildung 4A+B).
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Abbildung 4 Der mKIk8-Knockdown erhoht die Expression des AB-Effluxtransporters LRP1 im Neokortex transgener
Weibchen. (A) Représentative Aufnahme der LRPI1-Expression im Neokortex nach Proteinauftrennung und
Antikorpermarkierung (Angaben s. Anhang) im Western Blot sowie Darstellung der Gesamtproteinmenge
(Fluoreszenz-Gelelektrophorese). Die Proteinlevel der Western Blots wurden gegen die Gesamtproteinmenge normiert.
Orientierende Angabe der Proteingrofe in Kilodalton (kDa). (B) Darstellung der relativen Proteinmengen von LRP1
aus der Geschlechts gepoolten Analyse der Western Blots als Sdulendiagramm (Mittelwert + SEM). In der Geschlechts
gepoolten Analyse zeigten sich keine Unterschiede. (C) Der mKIk8-Knockdown erhdhte die neokortikale LRP1-
Expression in weiblichen, transgenen Mausen (hAPP+/-; mKIk8+/-, @, rosé) im Vergleich mit den weiblich-transgenen
Miuse ohne mKIk8-Knockdown (hAPP+/-; mKIk8+/+, Q, rot). Bei den Minnchen (J, blau) zeigten sich keine
relevanten Verdnderungen der LRP1-Expression. Transgene Weibchen (h4PP+/-, mKIk8+/+, @, rot) zeigten eine
verminderte LRP1-Expression im Vergleich mit Minnchen desselben Genotyps (hAPP+/-; mKIk8+/+, &, blau). Die
Statistik fiir LRP1 wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test und anschlieBenden Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt.
Signifikanzen mittels p-Wert angegeben. P-Wert in schwarz: Knockdown-Effekt; Vergleich von Mausen ohne mKIkS-
Knockdown (mKIk8+/+) mit Méausen mit mKIlk8-Knockdown (mKIk8+/-). P-Wert in grau: Transgeneffekt; Vergleich
transgener Méuse (hAPP+/-) mit nicht-transgenen Méusen (hAPP-/-). Gruppengrofen: transgen: 9@ hAPP+/—;
mKIk8+/+: n=12; Q hAPP+/—; mKIk8+/—: n=12; & hAPP+/—; mKIlk8+/+: n=12; & hAPP+/—; mKIlk8+/—: n=11;
nicht-transgen: @ h4PP—/—; mKlk8+/+:n=10; Q hAPP—/—; mKilk8+/—: n=12; & hAPP—/—; mKIk8+/+: n=13;
& hAPP—/—; mKIk8+/—: n=12. Einheiten: a.u.= arbitrary units (relative Einheiten).
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4.2.3 Der mKIlk8-Knockdown reduziert die Expression des AB-Influxtransporters

RAGE in weiblich-transgenen Miusen

Das Transportprotein RAGE vermittelt an der luminalen Seite der zerebralen Gefal3e den
Influx von 16slichem AP aus dem Blut ins Gehirn, wirkt proinflammatorisch und
beeintrachtigt die vaskulére Integritdt (Deane et al., 2012; Wan et al., 2015). Die RAGE-
Expression ist bei der AD friih erhoht (Paudel et al., 2020). Eine vierwochige
KLK8-AK-Therapie in transgenen Tieren bewirkte keinen Effekt auf die RAGE-Spiegel
(Herring et al., 2016).

Im Rahmen der getrenntgeschlechtlichen Analyse der RAGE-Expression konnte mit
dieser Arbeit gezeigt werden, dass besonders AD-erkrankte Weibchen von permanent
reduzierten KLKS8-Spiegeln profitieren. So verringerte der mKI/k§8-Knockdown in
weiblich-transgenen Mausen die neokortikale Expression von RAGE signifikant
(P=0,0444, ca. -18%) (s. Abbildung SA+C).

In transgenen Méannchen hatte ein mK/k8-Knockdown keinen signifikanten Effekt auf die
neokortikale RAGE-Expression (P>0,1) (s. Abbildung SA+C).

Auch bei nicht-transgenen Méusen bewirkte eine KLK8-Reduktion weder in Weibchen
noch in Mainnchen eine Verdnderung der RAGE-Expression (im Neokortex)

(s. Abbildung 5A+B).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass in Bezug auf die neurovaskulire Einheit
transgene Mause von der mK/k8-Reduktion profitieren, da mittels mKIk8-Knockdown der
verminderten zerebralen Gefddichte und MDRI1-Reduktion in transgenen Tieren
entgegengewirkt werden konnte. Besonders scheinen transgene Weibchen zu profitieren,
bei denen zusétzlich die neokortikalen LRP1-Level anstiegen und die RAGE-Expression

durch den mKIk8-Knockdown vermindert wurde.

56



Ergebnisse Dissertation, Luisa-Maria Scholz

A Neokortex

RAGE

— —— — —— ——

40 kDa

S e — i — - ——

Gesamtproteinmenge

EECEE"u™

hAPP+/- hAPP-/-

mKlk8 mKIk8 mKik8 mKik8 mKik8 mKik8 mKik8 mKIk8
IR A A A

B RAGE Neokortex Geschlechts gepoolt C RAGE Neokortex getrenntgeschlechtlich

2,00 2,00
= m mKIlk8+/+ B mKIk8+/+
x o0 mKIlk8+/- o mKIk8+/- 2
o m mKIk8+/+ 2
é" o mKIk8+/- &
QJ
£
£ P=0,0444
L 1004 1,00
e
~
@
g
<
o~
0,00 0,00
hAPP+/- hAPP-/- hAPP+/- hAPP+/-
T RAGE ? _ RAGE d
I T

Abbildung 5 Der mKIk8-Knockdown reduziert die neokortikale Expression des AP-Influxtransporters RAGE in
transgenen Weibchen. Modifiziert nach (Herring et al., 2021). (A) Représentative Aufnahme der RAGE-Expression
im Neokortex nach Proteinauftrennung und Antikdrpermarkierung (Angaben s. Anhang) im Western Blot sowie
Darstellung der Gesamtproteinmenge (Fluoreszenz-Gelelektrophorese). Die Proteinlevel der Western Blots wurden
gegen die Gesamtproteinmenge normiert. Orientierende Angabe der Proteingréfe in Kilodalton (kDa). (B) Darstellung
der relativen Proteinmengen von RAGE aus der Geschlechts gepoolten Analyse der Western Blots als Sdulendiagramm
(Mittelwert £ SEM). In der Geschlechts gepoolten Analyse zeigten sich keine Unterschiede. (C) Der mKIk8-Knockdown
reduzierte die RAGE-Expression weiblich-transgener Méuse (hAPP+/-; mKIk8+/-, @, rosé) im Vergleich mit den
weiblich-transgenen Miuse ohne mKIk8-Knockdown (hAPP+/-; mKik8+/+, @, rot). Bei den Minnchen (&, blau)
zeigten sich keine relevanten Verdnderungen der RAGE-Expression. Die Statistik fiir RAGE wurde mittels ANOVA
und LSD-post-hoc-Test durchgefiihrt. Fiir RAGE erfolgte eine logarithmische Transformation der Daten. Signifikanzen
mittels p-Wert angegeben. P-Wert in schwarz: Knockdown-Effekt; Vergleich von Mausen ohne mKIk8-Knockdown
(mKIk8+/+) mit Mausen mit mKIk§8-Knockdown (mKIlk8+/-). P-Wert in grau: Transgeneffekt; Vergleich transgener
Miuse (hAPP+/-) mit nicht-transgenen Mausen (h4PP-/-). GruppengroBen: transgen: @ hAPP+/—; mKIk8+/+: n=12;
Q hAPP+/—; mKIk8+/—: n=12; & hAPP+/—; mKIk8+/+: n=12; & hAPP+/—; mKIk8+/—: n=11; nicht-transgen:
Q hAPP—/—; mKIlk8+/+:n=10; Q hAPP—/—; mKIk8+/—: n=12; & hAPP—/—; mKlk§+/+: n=13; & hAPP—/-;
mKIk8+/—: n=12. Einheiten: a.u.= arbitrary units (relative Einheiten).
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S DISKUSSION

Trotz intensiver Forschung ist die Pathogenese der AD noch weitgehend ungeklart, doch
aktuelle Studien liefern Hinweise einer initialen Beteiligung der Protease KLKS8 an
diesem Prozess (Herring et al., 2016; Herring et al., 2021; Keyvani et al., 2018). Bekannt
ist zudem, dass bei der pridominanten LOAD (Reitz and Mayeux, 2014) besonders die
AB-Clearance kompromittiert ist (Tarasoff-Conway et al., 2015). Auf molekularer Ebene
sind an der BHS lokalisierte Transportproteine der neurovaskuldren Einheit (NVU) fiir
diese wichtige Clearance-Funktion zusténdig (Shibata et al., 2000; Sweeney et al., 2019),
weshalb die Untersuchung der NVU von besonderer Bedeutung ist. Diese erfolgte im
Rahmen meiner Arbeit mittels stereologischer Quantifizierung der zerebralen
Gefafidichte sowie  Western Blot Analysen der BHS-Transportproteine,
geschlechtsgetrennt in  AD-erkrankten (transgenen, TgCRNDS8) Maiusen (mit
AD-dhnlicher Pathologie) mit und ohne mK/k8-Knockdown. Die Kontrollgruppe bildeten
gesunde (nicht-transgene) Maéiuse desselben Hintergrundstammes, ebenfalls mit
physiologischer- sowie, mKIlk§-Knockdown-vermittelt, verminderter KLK8-Expression.

Mit dieser Arbeit konnte ich zeigen, dass die vermehrte KLK8-Expression im transgenen
Mausmodell der AD zur Schidigung der NVU beitrédgt. Die genetische KLK8-Reduktion
(via mKIk8-Knockdown) ermoglichte eine Restitution dieser Beeintrachtigung, womit den

Alzheimer-assoziierten pathologischen Verdnderungen entgegenwirkt werden konnte.

5.1 Reduktion exzessiv erhohter Kallikrein-8-Spiegel verbessert die

NVU-Dysfunktion

Zahlreiche Studien befassen sich mit der zerebralen GefdBaffektion im Rahmen der AD.
Vielfach zeigte sich eine eingeschrinkte Blutversorgung einhergehend mit reduzierter
Gefafidichte sowie strukturellen Gefdllschiadigungen (Kent et al., 2020;
Sweeney et al., 2019), deren funktionelle Relevanz sich auch in verminderter Clearance
bestitigte (Sweeney et al., 2019). Molekulare Grundlage dieser Schiadigung ist unter
anderem die aberrante Expression der BHS-Transportproteine. Diese verdndert sich hin

zu einem pro-Af-akkumulierenden Milieu mit Reduktion der Effluxtransporter bei
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gleichzeitiger Uberexpression AP aufnehmender Influxtransporter (Jia et al., 2020;
Sweeney et al., 2019).

Kongruent dazu konnte ich mit dieser Arbeit eine verminderte hippokampale GefaBdichte
in AD-erkrankten Mausen bestitigen, welche jedoch durch KLKS8-Reduktion auf das
Niveau wildtypischer Méause angehoben wurde. Zur Evaluation der ultrastrukturellen
Schadigung der NVU diente die Untersuchung der BHS-Transportproteine MDR1, LRP1
und RAGE (Sweeney et al., 2019) im murinen Neokortex. Die AD-assoziierte
Expressionsreduktion der Effluxtransporter MDR1 und LRP1 bestétigte sich auch in
unserem Mausmodell, doch ihre defizitdre Expression konnte mittels mKIlk8-Knockdown
restituiert werden. Kontrdr dazu verhielten sich die neokortikalen Spiegel des
Influxtransporters RAGE, dessen Expression via mK/k8-Knockdown reduziert wurde.
Bemerkenswerterweise zeigte sich die positive Wirkung auf die LRP1- sowie RAGE-
Expression nur in weiblichen Méausen, womit erstmalig eine Geschlechtsspezifitit
detektiert wurde. Die Restitution physiologischer (KLKS8-) Proteinspiegel scheint
besonders erstrebenswert, da auch unphysiologisch erniedrigte Spiegel (hier mKIk§-
Knockdown induziert) die MDRI-Expression in nicht-transgenen Maéusen
kompromittierten.

Die Bestdtigung der vielfach nachgewiesenen GefaBaffektion im Rahmen der AD schafft
eine zuverldssige Grundlage fiir die Interpretation unserer Ergebnisse. Somit lédsst die
Verbesserung aller untersuchten neurovaskuldren Komponenten durch den mKIkS-
Knockdown eine kausale Beteiligung von KLKS8 an dieser GefaBaffektion vermuten.
Konkret tragt KLKS8, durch Interferenz mit der BHS-Transportprotein-Expression, zur
NVU-Dysfunktion bei. Unterstiitzt wird diese Vermutung durch Ergebnisse eines
vorangegangenen Projekts unserer Arbeitsgruppe, bei dem eine vierwdchige AK-
vermittelte Blockade von KLKS8 bereits positive Effekte auf die NVU vermitteln konnte.
Diese zeigten sich jedoch in AD-erkrankten Mausen nur fiir MDR1 signifikant, womit
der langfristigen KLKS8-Reduktion eine weitaus hohere Effektivitit zukommt
(Herring et al., 2016).

Dass die NVU nicht nur lokal eine wichtige Bedeutung im Rahmen der AD hat, bestétigt
sich auch in Arbeiten anderer Arbeitsgruppen. Aktuelle Studien zeigen, dass LRP1 und
RAGE, neben der Vermittlung des AB-Transports, auch weitere bedeutende Funktionen
moderieren (Fan et al., 2019; Nikolakopoulou et al., 2021; Paudel et al., 2020;
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Sweeney et al., 2019; Wan et al., 2015). Interessanterweise zeigt sich eine grof3e
Ubereinstimmung der therapeutischen Effektivitiit einer LRP1-Restitution sowie RAGE-
Blockade mit unserem mKIk§-Knockdown-Projekt. Reduktion des pathologischen KLK8-
Exzesses erreichte, ebenso wie Restitution der LRP1- und RAGE-Spiegel, eine
Verbesserung der NVU-Dysfunktion, der Plaque-Pathologie, der Neuroinflammation, der
BACEI1-Expression oder der Kognition (Burstein et al., 2018; Fan et al., 2019;
Herring et al., 2021; Nikolakopoulou et al., 2021; Paudel et al., 2020;
Sweeney et al., 2019; Wan et al., 2015). Diese Ergebnisse bestdtigen weiter die Hypothese
einer initialen Beteiligung von KLKS8 an der AD-assoziierten NVU-Dysfunktion, indem
sich KLKS8 als vorgeschalteter Effektor des LRP1-Verlustes sowie der RAGE-
vermittelten Schidden herauskristallisiert. Damit bietet die KLKS8-Reduktion
offensichtlich, durch Wiederherstellung der physiologischen BHS-Transportprotein-
Expression, ein multifaktoriell bedingtes therapeutisches Potenzial im Rahmen der AD,

von dem nicht nur die NVU profitiert.

5.2 Potenzielle Mechanismen der Kallikrein-8-Reduktion-vermittelten Erfolge

an der NVU

Angesichts der zahlreichen Hinweise einer initialen Beteiligung von KLK8 an der AD-
assoziierten NVU-Dysfunktion stellt sich die Frage, welche Pathomechanismen dieser
Schiadigung zugrunde liegen. In Studien anderer Institute zeigte sich die LRPI-
Expression im entziindlichen Milieu kompromittiert (Deane et al.,, 2004;
Sweeney et al., 2019) und Folgen eines LRP1-Mangels konnten durch Inhibition von
CypA revidiert werden (Nikolakopoulou et al., 2021). Zudem verbesserte der Einsatz von
Ibuprofen die MDRI1-Expression (Jia et al., 2020), was mdglicherweise auf dessen
antiphlogistische Wirkung zurlickzufiihren ist. Dariiber hinaus verstirkt RAGE {iber
zahlreiche inflammatorische Signalkaskaden die AD-Pathologie (Burstein et al., 2018;
Paudel et al., 2020), womit das Immunsystem vermutlich Einfluss auf die Expression der
BHS-Transporter nimmt. Interessanterweise vermittelt die Reduktion der KLK8-Level
eine Modulation der Immunantwort (Herring et al., 2016; Herring et al., 2021), die somit
zur Verbesserung der Transportprotein-Expression beitragen konnte. Die simple

Erkldrung einer verminderten Entziindungsreaktion diirfte fiir KLKS8-gerichtete
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Therapien jedoch nicht angebracht sein, da zweifache Messungen unseres Instituts zwar
eine phagozytotische Modifikation der Glia, aber keine Reduktion proinflammatorischer
Marker nachweisen konnten (Herring et al., 2016; Herring et al., 2021).

Mit EPHB2 beeinflusst KLKS8 einen weiteren Modulator der Angiogenese
(Adams et al., 1999; Herring et al., 2016; Xing et al., 2019). Uber Induktion der
Angiogenese (Xing et al., 2019), Forderung der BHS-Integritdt (Sweeney et al., 2018a)
sowie Reduktion der RAGE-Expression scheint EPHB2 maligeblich an der
Aufrechterhaltung der vaskuldr vermittelten AB-Clearance beteiligt zu sein
(Xing et al., 2019). In Bezug auf KLKS8 ist bekannt, dass KLK8 EPHB2 spaltet
(Attwood et al., 2011; Prassas et al., 2015). Passend dazu konnten verminderte EPHB2-
Spiegel, zeitlich nach dem KLK8-Exzess, sowohl bei AD-Patient:innen als auch bei
transgenen Miusen nachgewiesen werden (Herring et al., 2016). Fiir die AD konnte dies
bedeuten, dass der KLK8-Exzess die EPHB2-Spiegel so weit reduziert, dass EPHB2
seine angioprotektive Wirkung nicht mehr vermitteln kann und die RAGE-Expression
enthemmt wird. Eine Grundlage des Erfolgs KLKS8-reduzierender Mafinahmen an der
NVU koénnte demnach der Erhalt von EPHB2 mit seiner angioprotektiven Wirkung sein.
Auch fiir die Verdnderungen der MDR1- sowie LRP1-Expression scheint der KLK8-
Exzess der AD (Herring et al., 2021) verantwortlich zu sein. Ob ihre Restitution im
Rahmen der KLK8-Reduktion ebenfalls im Zusammenhang mit dem Erhalt von EPHB2
steht, i1st unbekannt.

Dass EPHB2 einer der wesentlichen Vermittler KILK8 moderierter Effekte sein konnte,
zeigt sich auch in seiner Beteiligung an weiteren Facetten der AD-Pathologie. Uber
FK506 Binding Protein-5 (FKBP5) ist EPHB2 an der Entstehung von Angst in der
Amygdala mit verantwortlich (Attwood et al., 2011; Prassas et al., 2015). Ein Mangel an
EPHB?2 fiihrt zu kompromittierter LTP, kognitiven Einbullen (Cissé¢ et al., 2011) sowie
Beeintriachtigung der neuronalen Plastizitdt (Miinster et al., 2020). Nicht zuletzt scheint
EPHB?2 auch fiir die Mikroglia-vermittelte Phagozytose von Af eine entscheidende Rolle
zu spielen (Herring et al., 2016).
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5.3 Kallikrein-8 als moglicher Initiator der Alzheimer-Pathologie

Die umfangreiche Verbesserung der NVU-Dysfunktion durch Reduktion der KLKS-
Spiegel macht diese Protease zu einem vielversprechenden Target in der AD-Forschung.
Dabei stellt sich die Frage, welche Funktion KLKS in der Pathogenese der AD vermittelt.
Es ist bereits bekannt, dass die zerebralen KLK8-Level sowohl bei AD-Patient:innen als
auch im AD-Mausmodell bereits vor Auftreten der bekannten neuropathologischen
Verdanderungen exzessiv erhoht sind (Herring et al., 2016). Auch in Blut und Liquor
AD-erkrankter Patient:innen ist bereits im Prodromalstadium (MCI) eine KLKS-

Erhohung nachweisbar (Teuber-Hanselmann et al., 2020).

Kongruent mit bestehenden Erkenntnissen (Herring et al., 2016) bestitigten sich auch in
diesem Projekt, bereits zu Erkrankungsbeginn (P30), erhohte KLKS8-Level in transgenen
Tieren (Herring et al., 2021). Trotz wiederholtem Nachweis der exzessiv gesteigerten
KLK8-Expression ist deren Ursache weiterhin ungeklart. Das Kallikrein-System wird
durch verschiedenste Mechanismen wie Inhibitoren, pH-Anderungen, synaptische
Aktivitdt oder auch Stress moduliert (Attwood et al., 2011; Prassas et al., 2015). Ob
moglicherweise einer dieser Faktoren bei der AD zur Dysfunktion des KLK-Systems mit

KLK8-Exzess beitrigt, bedarf weiterer Forschung.

Mit Reduktion der AB-Pathologie wirkte sich der mK/k8-Knockdown positiv auf eine der
zentralen Neuropathologien der AD aus (Herring et al., 2021; Kent et al., 2020). Ein
Erklarungsansatz konnte die verbesserte AB-Clearance durch Restitution der NVU sowie
Forderung des glymphatischen Systems, als weiterem wichtigen gefdfassoziierten
Clearance-Mechanismus, sein (Carare et al., 2020; Herring et al., 2021). Neben den
Gefdflen trdgt die gliale Phagozytose ebenfalls zur AB-Clearance bei
(Greenberg et al., 2020). Wihrend die AD auch diesen Pfeiler der AB-Clearance
kompromittierte, fiithrte die KLK8-Reduktion zu einem Funktionserhalt. Die (partielle)
Wiederherstellung der Autophagie zeigte sich anhand ansteigender zerebraler
Autophagiemarker wie Autophagy Protein 5-12 Complex (ATG5-12), Autophagy
Protein 5 (ATGS) und Beclin-1 in transgenen Miausen. Auch die Phagozytosefdahigkeit

sowie die Resilienz verbesserten sich infolge des mK/k8-Knockdowns, was durch
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Messung der Secreted Phosphoprotein 1 (SPP1)- und Triggering Receptor Expressed on
Myeloid Cells 2 (TREM2)-Spiegel (in transgenen Mé&usen) objektiviert wurde. Die
verbesserte mikrogliale Resilienz blieb jedoch ohne Anstieg proinflammatorischer
Marker wie Prostaglandin E Rezeptor 2 (PTGER2) oder TNFa (Herring et al., 2021),
womit vornehmlich die protektiven Effekte der Immunantwort (in transgenen Mausen)
begiinstigt wurden.

Via Restitution der aberranten KLKS8-Expression wurden besonders die diffusen Ap-
Plaques transgener Miuse beeinflusst (Herring et al., 2016; Herring et al., 2021), was
auch eine Beteiligung von KLK8 an den initialen Prozessen der Amyloid-Kaskade
vermuten ldsst. Diese Vermutung bestétigte sich anhand verringerter amyloider APP-
Prozessierung transgener Maiuse durch den mKI/k8-Knockdown, objektviert durch
verminderte C-Terminal Fragment Beta- (CTFB) sowie APs-Spiegel. Mit Nachweis
reduzierter BACE1-Proteinlevel via mKIk8-Knockdown lieferten unsere Ergebnisse auch
eine Erkldrung fiir diese verdnderte APP-Prozessierung in transgenen Maéusen
(Herring et al., 2021). Verantwortlich dafiir konnte die Beeinflussung von BACEI durch
KLKS8 oder seine nachgeschalteten Effektoren sein (Burstein et al., 2018;
Fan et al., 2019). Die von mir nachgewiesene erhdhte LRP1- und reduzierte RAGE-
Expression sorgen sowohl fiir einen vermehrten Abbau (Fan et al., 2019) als auch eine

verminderte Stimulation von BACE1 (Burstein et al., 2018; Paudel et al., 2020).

Die Folge expandierender AB-Pathologie sowie der NVU-Dysfunktion im Rahmen der
AD ist eine progrediente Neurodegeneration (Alzheimer's Association, 2019;
Sweeney et al., 2019). Entsprechend ldsst die Revision dieser Pathologien auch eine
neuroprotektive Wirkung der KLK8-Reduktion vermuten. Ebendiese bestdtigte sich mit
dem Nachweis erhohter Neuroplastizititsmaker wie Synaptophysin (SYP), Growth
Associated Protein 43 (GAP43), Activity Regulated Cytoskeletal-associated Protein
(ARC) sowie der neuroplastizititsassoziierten KLLK8-Substrate EPHB2, L1CAM und
Fibronectin (FN) in transgenen Tieren. Auch die defizitire Neurogenese und
Neurodifferenzierung konnten via mK/k8-Knockdown ausgeglichen werden, wofiir der
vermehrte Nachweis Doublecortin-positiver Neurone genutzt wurde. Selbst

morphologisch war der positive Einfluss der KLK8-Reduktion auf die Neuroplastizitit
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AD-erkrankter Mause detektierbar, da die Dichte dendrititscher Dornfortsidtze und die

Dendritenkomplexitit signifikant erhht wurden (Herring et al., 2021).

Auch die Tau-Pathologie, als weitere zentrale Neuropathologie der AD, konnte durch den
mKIkS8-Knockdown verbessert werden. Messungen im entorhinalen Kortex transgener
Maiuse bestétigten einen verminderten Anteil phosphorylierten Taus am gesamt-Tau,
doch zeigte sich die Tau-Dephosphorylierung selbst nicht von der KLK8-Reduktion
beeinflusst (Herring et al., 2021).

Die multimodale Revision neuropathologischer Verdnderungen diirfte auch Grundlage
fiir die Verbesserung des klinischen Outcomes der transgenen Maiuse mit mKIkS-
Knockdown sein. Mit Reduktion kognitiver Defizite und Angstlichkeit konnte die
fiihrende Symptomatik der AD abgemildert werden (Herring et al., 2021).

Trotz der weit verbreiteten Expression von KLK8 (Prassas et al., 2015;
Shimizu-Okabe et al., 2001) ging dessen Reduktion mit einem sehr geringen
Nebenwirkungsspektrum einher. Es zeigten sich lediglich bei gesunden Méusen beider
Geschlechter zerebral vereinzelt negative Effekte in Form verminderter EPHB2-, MDR1-
und Beclin-1-Spiegel sowie eine reduzierte Dichte dendrititscher Dornfortsitze in
gesunden Ménnchen. Extrazerebral und auch Verhaltens-phénologisch konnten keinerlei
Schiaden detektiert werden, obwohl bereits in der Embryonalentwicklung die KLKS-
Spiegel vermindert waren (Herring et al., 2021). Damit ldsst sich ein breites
therapeutisches Fenster potenzieller KLK8-reduzierender Therapeutika (wie Antikorper)

vermuten, deren Einsatz sich durch gute Vertréglichkeit auszeichnen konnte.

Die experimentelle Reduktion pathologisch alterierter KLK8-Level mittels 4-wochiger
Antikorper-Applikation hatte bereits in einem vorangegangenen Projekt eine &hnlich
umfangreiche Modifikation der AD-Pathologie erreicht (Herring et al., 2016). Im
Vergleich zur kurzzeitigen KLKS8-Inhibition profitierten die AD-erkrankten Méuse noch
starker auf den Gebieten der NVU-Dysfunktion sowie der Neuroplastizitit vom mKIkS-
Knockdown, wahrend lediglich im Bereich der Tau-Pathologie eine geringere Effektivitét

erreicht werden konnte (Herring et al., 2016; Herring et al., 2021).
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Die Bestitigung der protektiven Wirkung via KLK8-Reduktion sowie der erneute
Nachweis bereits frith erhohter KLKS8-Spiegel im Kontext der AD legen die Vermutung
nahe, dass der KLK8-Exzess an den kausalen Prozessen der AD-Pathogenese

beteiligt ist.

5.4 Die Kallikrein-8-Expression zeigt geschlechtsspezifische Unterschiede im

Rahmen der AD

Von Demenzerkrankungen, wie der AD, sind besonders Frauen betroffen
(Nichols et al., 2019). Sie weisen zudem eine ausgeprigtere KLKS8-Elevation
(Keyvani et al., 2018) und stdrkere neuropathologische- sowie kognitive Verdnderungen
auf (Nebel et al., 2018); Ergebnisse, die sich auch in weiblichen Mausen bestitigen lieen.
Dartiber hinaus leiden weibliche Méuse auch an einer deutlich ausgeprigteren AD-
assoziierten NVU-Dysfunktion. Besonders kompromittiert ist der AB-Efflux der BHS
(Keyvani et al., 2018), wofiir die von mir nachgewiesene LRP1-Minderexpression (sowie
die, in meinem Projekt jedoch nicht signifikante, RAGE-Erhdhung) in weiblich-
transgenen Miusen einen molekularen Erkldrungsansatz liefern kdnnte. Dass vermutlich
auch hierfiir die erhohten KLK8-Spiegel maligeblich verantwortlich sind, zeigte sich
anhand der Restitution der weiblichen NVU-Dysfunktion via KLK8-Reduktion,
wihrend die minnliche Angiogenese, bei perse geringerer KLKS8-Expression
(Herring et al., 2021; Keyvani et al., 2018), unbeeinflusst blieb. Die multimodale
Restitution der NVU-Dysfunktion in unserem Projekt konnte auch eine Erklarung fiir die,
besonders in Weibchen verbesserte Neuroplastizitidt sein, welche anhand erhohter
FN-Proteinlevel sowie der Dichte dendritischer Dornfortsitze objektiviert wurde
(Herring et al., 2021).

Obwohl sich der protektive Effekt der KLK8-Reduktion bei Weibchen noch ausgeprégter
darstellte, zeigte sich der Grofiteil der mKIk8-Knockdown-vermittelten Erfolge
geschlechtsunabhingig (Herring et al., 2021).

Die Ursache des KLK8-Exzesses im Rahmen der AD ist bisher noch ungeklért, doch fiir
die erhohten KLK8-Level in weiblichen Maiusen (Herring et al., 2021;
Keyvani et al., 2018) kdnnte die Ostrogen-vermittelte KLKS8-Induktion eine Erklirung

darstellen. Ménnliche Organismen scheinen einen AD-protektiven Hormonhaushalt zu
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besitzen. Wéhrend niedrige Dosen Testosterons die mikrogliale Funktion verbessern,
vermittelt Ostrogen erst in hoher Dosierung #hnliche Erfolge. Somit kénnte Ostrogen,
durch Induktion von KLKS8, eine Grundvoraussetzung zur Entstehung der AD schaffen
(Keyvani et al., 2018), wihrend der postmenopausale Ostrogenmangel
(Nebel et al., 2018) gleichzeitig die AD-Resilienz-Mechanismen kompromittiert
(Keyvani et al., 2018).

5.5 Diagnostisches sowie therapeutisches Potenzial von Kallikrein-8

Der mehrfache Nachweis multimodal verbesserter AD-Pathologie via KLK8-Reduktion
(Herring et al., 2016; Herring et al., 2021) wirft die Frage auf, welche Effektivitit ein
solcher Therapieansatz tatsdchlich bieten konnte. Mit dem RAGE-Antagonisten,
Azeliragon, hat es eine BHS-Transporter-gerichtete AD-Therapie bereits in klinische
Phase III Studien geschafft (Burstein et al., 2018; Sweeney et al., 2019). Die klinische
Erprobung verdeutlicht, dass bereits die Restitution eines BHS-Transportproteins im
Kontext der AD eine ausreichend therapeutische Effektivitit besitzen konnte. Beachtet
man, dass eine KLK8-Reduktion vergleichbare Erfolge wie Azeliragon (im Mausmodell)
vermitteln konnte (Burstein et al., 2018; Herring et al., 2021), doch
darliber hinaus noch zahlreiche weitere Signalkaskaden erfolgreich adressierte,
birgt KLK8 moglicherweise grole Hoffnung fiir zukiinftige AD-Therapien. Multimodale
Effektivitit durch Reduktion nur eines Zielmolekiils, KLK8 (Herring et al., 2016;
Herring et al., 2021), konnte einen groflen Erfolg im Kontext der AD-Therapie bedeuten.
Attraktiv wird dieser potenzielle Therapieansatz auch durch seine hohe Effektivitit bei
geringem Auftreten unerwiinschter Wirkungen. Gleichzeitig stellt die Verbesserung der
kognitiven Leistung (im Mausmodell) (Herring et al., 2016; Herring et al., 2021) eine
wichtige Grundlage klinischer Erfolge dieses neuartigen Therapieansatzes dar.

Eine klinische Nutzung unserer Erkenntnisse, im Sinne einer krankheitsmodifizierenden
Therapie, wiére zukiinftig in Form intravends applizierter Antikorper denkbar. Diese
spezifisch abgestimmte Therapieform revolutionierte die moderne Medizin
(Rajewsky, 2019; Salles et al., 2017) und bietet auch Hoffnung fiir die Therapie bisher
unheilbarer Krankheiten, wie der AD. Neben der therapeutischen Nutzung bergen

Antikorper auch ein diagnostisches Potenzial, indem mit ihrer Hilfe biologische Proben
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auf spezifische Molekiile hin untersucht werden kdnnen (Rajewsky, 2019). In Bezug auf
KLKS konnte damit die Detektion préiklinisch erhohter KLKS8-Spiegel in Blut und Liquor
(Teuber-Hanselmann et al., 2020) zur Identifizierung AD-Erkrankter genutzt werden, um
ihnen gezielt KLKS8-reduzierende Therapien zukommen zulassen.

Ob zukiinftig die Indikationsstellung fiir personalisierte AD-Therapien mittels KLKS8-
Reduktion lediglich einer Blutentnahme bedarf, bleibt anhand weiterfiihrender Studien
zu evaluieren. GleichermaBen erfordert die Uberpriifung des therapeutischen Potenzials
von KLK8 eine Verifizierung beim Menschen. Die Spezifitit der AK, deren Wirksamkeit
und Sicherheit sowie addquate Dosierungen miissen erprobt werden, um dem wachsenden
medizinischen Problem der AD moglicherweise zukiinftig etwas Einhalt gebieten zu

konnen.

5.6 Einschrinkungen, Stirken und Bedeutung der Arbeit

Wie sind nun die Ergebnisse unseres Projekts in den wissenschaftlichen Kontext
einzuordnen? Der Grof3teil der Forschung, wie auch unser Mausmodell, basiert auf
Modellen der EOAD (Gordon et al., 2018), wohingegen die Mehrheit der Patient:innen
von der LOAD betroffen ist (Reitz and Mayeux, 2014). Der Pathomechanismus der
verbreiteten LOAD ist noch nicht hinreichend geklért und scheint multifaktoriell bedingt
zu sein (Kunkle et al., 2019; Reitz and Mayeux, 2014), weshalb die Ubertragbarkeit der
Ergebnisse begrenzt ist. Bekannt ist jedoch, dass die kompromittierte Clearance
eine wichtige Komponente der LOAD-Pathomechanismen darstellt
(Tarasoff-Conway et al.,, 2015), womit der Nachweis verbesserter Clearance-
Mechanismen (Herring et al., 2021) die KLKS8-Reduktion zu einem interessanten
potenziellen Therapieansatz macht.

Durch die genetische Modifikation im Rahmen dieses Projektes (der erfolgreiche mKIkS-
Knockdown wurde durch den Nachweis 50%iger KLLK8-Reduktion im Immunoblot und
der real-time PCR bestitigt (Herring et al., 2021)) sind Schlussfolgerungen zum
therapeutischen Potenzial der KLK8-Reduktion limitiert. Dafiir wurde die Problematik
unerwiinschter Interaktionen, wie sie bei KLK-AK-gerichteter Forschung besteht
(Herring et al., 2016; Prassas et al., 2015), umgangen und die Verdnderungen der

AD-dhnlichen Pathologie (Herring et al., 2021) kdnnen der aberranten KLK8-Expression
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zugeschrieben werden. Die Besonderheit unserer Ergebnisse liegt im Nachweis der
Beteiligung von nur einer Protease, KLKS8, an verschiedensten Pathomechanismen der
AD. Damit liefern wir einen wichtigen Beitrag zur Grundlagenforschung der AD, an
deren Pathogenese KLK8 malgeblich beteiligt zu sein scheint. Die Lage auf
Chromosom 19, auf dem nachweislich zahlreiche weitere AD-Risikogene lokalisiert sind
(Bao et al., 2016; Kunkle et al., 2019; Prassas et al., 2015), unterstiitzt weiter diese
Hypothese. Zudem zeigt sich, trotz intensiver Forschung, in den letzten Jahrzehnten kein
klinisch {iberzeugender Fortschritt in der Alzheimer-Therapie, weshalb die weit
verbreitete Amyloid-Hypothese zunehmend in die Kritik gerdt (Carare et al., 2020;
Dunn et al., 2021; Honig et al., 2018) und Alternativhypothesen iiberpriift werden
(Huang et al., 2020; Nikolakopoulou et al., 2021; Sweeney et al., 2019).

Mit den Erfolgen des vorangegangenen AK-Projekts bestehen jedoch bereits Hinweise
eines therapeutischen Effekts KLKS8-gerichteter AK-Therapien (Herring et al., 2016).
Auch wenn die zahlreichen Erfolge der KLK8-Reduktion bisher lediglich im Tiermodell
und an Zellkulturen erzielt wurden, scheint eine Bench to Bedside Translation, durch die
bei beiden Spezies erhohten KLKS8-Spiegel sowie den wiederholten Nachweis der
positiven Wirkung (Herring et al., 2016; Herring et al., 2021), denkbar zu sein.

Die Dringlichkeit neuer AD-Therapien zeigt sich, neben der Notwendigkeit zur
Linderung der menschlichen Leiden, auch in sozio6konomischen Rechnungen. Nach
diesen konnte bereits die Verzogerung des Krankheitsbeginns um 5 Jahre die Anzahl der

Erkrankten sowie die Kosten fast halbieren (Sperling et al., 2011).

5.7 Schlussfolgerung

Mit KLKS présentieren wir somit ein Protein, welches verschiedenste Aspekte der AD-
Pathologie beeinflusst und moglicherweise kausal an dessen Pathogenese beteiligt ist.
Konkret konnte ich mit dieser Arbeit KLKS als einen Effektor der AD-assoziierten NVU-
Dysfunktion bestitigen, dessen experimentelle Proteinreduktion eine Restitution dieser
Dysfunktion vermittelt. Damit liefern wir einen wichtigen Beitrag zur
Grundlagenforschung der AD, dessen klinische Anwendbarkeit durch Folgestudien

dringend weiter iiberpriift werden sollte.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Alzheimer-Krankheit (AD) geht mit einem Exzess der Protease Kallikrein-8 (KLKS)
in Gehirn, Blut und Liquor einher, deren experimentelle Reduktion mittels 4-wochiger
Antikorper-Applikation bei transgenen (tg) Méiusen umfangreiche Verbesserungen
erzielte. Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Frage, welchen Einfluss die
KLKS8-Reduktion mittels mKIk8-Knockdown auf die AD-pathologischen Verdnderungen
der neurovaskulédren Einheit (NVU) bei beiden Geschlechtern im tg-Mausmodell der AD
hat.

An einem TgCRND8-Mausmodell der AD erfolgte die stereologische Quantifizierung
Laminin gefdrbter Blutgefile in Hippokampus, Neokortex sowie Basalganglien
geschlechtsgetrennt an folgenden Experimentalgruppen (gesund: kein humanes Amyloid
Precursor  Protein (hAPP-/-), AD-erkrankt: hAPP+/, physiologische
KLKS8-Level: mKlk8+/+, mKlk8-Knockdown: mKIk8+/-). Mittels Western Blot Analysen
neokortikaler Hirnlysate fand die Messung der Proteinlevel der AB-Transportproteine
Multidrug Resistance Protein 1B (MDR1), Low Density Lipoprotein Receptor-Related
Protein 1 (LRP1) und Receptor for Advanced Glycation Endproducts (RAGE) an den
gleichen Versuchsgruppen statt.

Wir konnten zeigen, dass der mklk8-Knockdown der AD-assoziierten NVU-Dysfunktion
entgegenwirkt, indem in tg-Mausen sowohl die hippokampale GefaB3dichte als auch die
neokortikale Effluxtransporter-Expression (MDRI1, LRPI1) erhoht wurden, bei
gleichzeitig reduzierter Expression des Influxtransporters RAGE. Der erstmalige
Nachweis geschlechtsspezifischer Effekte an der NVU basiert auf der ausschlieBlichen
Verbesserung der LRP1- und RAGE-Expression in tg-Weibchen. Auf gesunde Méuse
hatte der mK/k8-Knockdown, abgesehen von verringerten neokortikalen MDR 1-Spiegeln,
keine negativen Auswirkungen (an der NVU).

Meine Ergebnisse lassen die Hypothese zu, dass der KLK8-Exzess fiir die AD-assoziierte
NVU-Dysfunktion verantwortlich ist. Mit dem zusétzlichen Nachweis multimodaler
Restitution der AD-Pathologie via mK/k8-Knockdown, bestétigt unsere Arbeitsgruppe
KLKS als potenziellen Initiator der AD, womit wir einen wichtigen Beitrag zur AD-
Grundlagenforschung leisten. Demnach bildet KLKS8 ein vielversprechendes Target

zukiinftiger AD-Therapien, dessen klinischer Erfolg dringend evaluiert werden sollte.
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7 SUMMARY

Excess of the protease Kallikrein-8 (KLKS) has been detected in blood, cerebrospinal
fluid and brain of patients suffering from Alzheimer’s disease (AD). Antibody mediated
KLKS8 reduction for 4 weeks was able to reduce multiple AD-related pathologies
including neurovascular dysfunction. Due to this, this work focusses on the effects of
genetic KLKS reduction on the neurovascular unit (NVU) of both sexes in a transgenic
(tg) mouse model of AD.

In a TgCRNDS mouse model of AD the NVU was examined in the following
experimental groups (non-tg: ZAPP-/- (abbreviation for: human Amyloid Precursor
Protein), tg: hAPP+/, physiologic KLKS8-levels: mKIk8+/+, mKIkS8-Knockdown:
mKIk8+/-) gender-segregated. To evaluate the neurovascular state stereological
quantification of the vessel density was done on laminin immunostained coronal sections
in hippocampus, neocortex and basal ganglia. The detection of the cerebral AP
transporters (Multidrug Resistance Protein 1B (MDRI1), Low Density Lipoprotein
Receptor-Related Protein 1 (LRP1) and Receptor for Advanced Glycation Endproducts
(RAGE)) was performed on neocortical brain homogenates by western blot analysis.

We showed that mklk8-Knockdown counteracts NVU dysfunction in transgenic mice. The
mklk8-Knockdown elevated hippocampal vessel density as well as neocortical AB efflux
transporter expression (MDR1, LRP1) in transgenics to levels indistinguishable from
wildtypes, whereas the expression of the neocortical influx transporter RAGE was
reduced in transgenics. First time evidence for gender-related effects on the NVU was
based upon significant results for LRP1 and RAGE exclusively in female transgenics.
Adverse effects on non-transgenics were restricted to reduced neocortical MDRI1
expression.

Our results indicate a causative role of KLK8 on the AD-related NVU dysfunction.
Further research of our team confirmed multimodal positive effects of KLKS8 reduction
on transgenic mice, leading to the hypothesis that KLK8 has a causal role in AD
pathogenesis.

In conclusion, our project contributes to the basic research in AD, confirming KLLK8 as a
potentially new and important player in the pathomechanism of this neurodegenerative

disease, whose clinical benefit on humans should be evaluated.
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